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Toxicidad del oxígeno: Radicales libres y estrés oxidativo 
El oxígeno es un elemento esencial para la vida de los organismos aerobios 
ya que por su acción oxidante da lugar a una serie de reacciones químicas que 
les permite a las células obtener energía (Cadenas, 1989). 
A nivel molecular, el oxígeno (O2) es una molécula diatómica altamente 
reactiva dado que en su estado fundamental (triplete) posee dos electrones 
desapareados con espines paralelos ubicados en orbitales antienlazantes (π*) 
(Chang, 1999).  
En el año 1954, la científica argentina Rebeca Gerschman publicó su 
emblemático trabajo titulado “Oxygen poisoning and x-irradiation: a mechanism in 
common” (Envenenamiento por oxígeno y radiación x: un mecanismo en común) 
donde por primera vez se postuló que las presiones parciales de oxígeno 
elevadas son tóxicas para los animales, siendo las especies radicalarias del 
oxígeno las especies químicas responsables del mecanismo de toxicidad en 
común que presenta esta sustancia y la radiación por rayos x. En este artículo se 
enunciaba que tanto un aumento en la presión parcial de oxígeno como una 
disminución de la defensa antioxidante conducen al daño celular (Gerschmann, 
1954). El concepto de radical libre había sido definido para ese entonces como 
cualquier especie capaz de existir de manera independiente que contenga uno o 
más electrones desapareados; un electrón desapareado puede asociarse 
entonces con cualquier otro átomo de elemento (Halliwell, 1987). 
Los radicales libres participan en reacciones químicas mediante 
mecanismos que involucran reacciones en cadena. La peroxidación (o 
autoxidación) lipídica es una reacción en cadena que ocurre en tres etapas. En la 
etapa de iniciación, se forman radicales lipídicos centrados en un átomo de 
carbono (R) a partir de la reacción de un radical centrado en oxígeno generado 
en otra reacción (por ejemplo, en la descomposición de un hidroperóxido) con un 
ácido graso poliinsaturado (RH). En la etapa de propagación, los radicales 
centrados en carbono reaccionan rápidamente con oxígeno molecular para formar 
radicales peroxilo (ROO), un propagador de la reacción en cadena capaz de 
atacar otra molécula lipídica poliinsaturada. A pesar de que el ROO inicial es 
convertido a un hidroperóxido (ROOH), este proceso produce un nuevo radical 
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centrado en carbono, que es rápidamente convertido en otro radical peroxilo 
(Burton y Traver, 1990) (Ecuaciones 1 a  3). 
       OH + RH                         R + H2O                                                  (1) 
       R + O2                             ROO
                                                        (2) 
       ROO + RH                      R +  ROOH                                              (3) 
La reacción en cadena no termina hasta que dos radicales ROO 
reaccionan y se combinan para formar productos inactivos, en la llamada etapa de 
terminación de la reacción de peroxidación en cadena. El radical ROO a través 
de una reacción de terminación conduce a la formación de un producto 
electrónicamente excitado, el oxígeno singulete (1O2), como también aldehidos 
(RHO) y cetonas (R=O) con grupos carbonilos excitados (=CO*)  (Burton y Traver, 
1990) (Ecuaciones 4 y 5). 
ROO + ROO                 RHO + RO + 1O2                                        (4) 
         ROO + ROO          =CO* + RO + O2                                      (5) 
La producción de O2
- y H2O2 en condiciones fisiológicas da lugar a la 
generación de reacciones en cadena mediadas por radicales libres, que 
involucran radicales centrados en oxígeno, como son el radical HO y el 1O2. Si 
bien estas dos especies se encuentran en muy bajas concentraciones en estado 
estacionario en las células en condiciones fisiológicas, no dejan de tener 
importancia por sus efectos biológicos. Las especies reactivas del oxígeno son 
producidas in vivo como un evento fisiológico en el marco del metabolismo 
oxidativo y con frecuencia están asociadas a varias alteraciones patológicas. 
En la Tabla 1 se puede observar que el H2O2 y los peróxidos orgánicos 
(ROOH) son, dentro de las comúnmente llamadas especies reactivas del oxígeno 
(ROS, por la sigla para el término inglés reactive oxygen species), las especies 
cuantitativamente predominantes, por un factor de entre 10 y 106 con respecto de 
las demás (Boveris y col., 2008). No obstante, en situaciones patológicas, la 
concentración en estado estacionario de determinada especie puede encontrarse 
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elevada con respecto a las otras y las concentraciones relativas señaladas en 
esta tabla pueden variar. 
Tabla 1: Concentraciones en estado estacionario y vida media de los 
intermediarios de las reacciones en cadena mediadas por radicales libres en 
células de mamíferos. Tomada de Boveris y col., 2008. 
Especie química Estado estacionario 
(M) 




-10  10-4 
O2
- (citosólico) 10




-16  10-9 
NO 10-7  10-2 




-10  10-7 
ROO 10
-9  10-5 
1O2  10
-15  10-6 
ROOH 10-6  0,1 
 
Quimioluminiscencia de órgano in situ 
La emisión espontánea de luz in situ del órgano en mamíferos es un 
fenómeno fisiológico que permite determinar experimentalmente la concentración 
en estado estacionario del oxígeno singulete (1O2) e, indirectamente, la velocidad 
de las reacciones oxidativas vía radicales libres. El mecanismo químico 
responsable de la emisión de luz espontánea de los órganos está dado por la 
reacción de Russell en la que dos radicales peroxilo secundarios o terciarios 
(ROO) producen 1O2 y grupos carbonilo excitados (=CO*). Por su parte, dos 
1O2 , 
a través de una emisión dimolar, producen una fotoemisión en 634 y 703 nm, 
mientras que =CO* produce fotones en la banda de 460-470 nm (Chance y col., 
1979; Boveris y col., 1980; Cadenas y col.,1984). La quimioluminiscencia in situ 
de hígado ha sido utilizada como un indicador confiable de estrés y daño oxidativo 
en hígado de rata por infusión de hidroperóxido (Boveris y col., 1980), isquemia-
reperfusión (Cutrin y col., 2000) e intoxicación con etanol, tanto aguda (Boveris y 
col., 1983), como crónica (Videla y col., 1983; Boveris y col., 1997). 
- 5 - 
 
Producción fisiológica de especies reactivas del oxígeno 
a. Mitocondria: función biológica  
En los mamíferos, el O2 inspirado del aire se reduce en las mitocondrias en 
un proceso exergónico acoplado a la síntesis de ATP. La respiración celular tiene 
lugar básicamente en 3 etapas: 1) glucólisis y producción de acetil-CoA, 2) 
oxidación de acetil-CoA en el ciclo de Krebs y 3) oxidación fosforilativa y síntesis 
de ATP en la cadena respiratoria. En las células eucariotas, esta última etapa 
ocurre en las mitocondrias, donde la síntesis de ATP es producto de la 
transferencia de electrones desde el NADH al O2 en la cadena respiratoria 
(Nelson y Cox, 2005). 
 La mitocondria está formada por una doble membrana; la membrana 
interna tiene invaginaciones o crestas (cristae) que proveen una incrementada 
área superficial. Contiene los sitios transportadores de electrones (complejos I al 
IV), ADP-ATP translocasas, ATP sintetasa y otros transportadores de membrana. 
Los complejos enzimáticos I-IV forman la cadena de transporte de electrones. 
Ellos catalizan los eventos oxidativos; la transferencia de electrones a través de 
estos complejos se acopla al bombeo de protones (H+) desde la matriz 
mitocondrial al espacio intermembrana (el espacio entre las membranas internas y 
externas de la mitocondria) ya que la membrana interna es impermeable a los H+. 
De esta manera, se  forma un gradiente electroquímico de H+ que es nada menos 
que la fuerza motriz para la síntesis de ATP catalizada por la ATP-sintetasa F0F1 o 
complejo V (Nelson y Cox, 2005) (Fig. 1). 
Debido a una pequeña fuga de electrones a través de la membrana interna, 
existe una producción de O2
- durante la transferencia de electrones en la 
mitocondria. Éste se produce principalmente a nivel del complejo III, por oxidación 
de la semiubiquinona (75% de la producción total de  O2
-) y del complejo I, por la 
oxidación de mononucleotidos de flavina (FMNH) por la NADH-deshidrogenasa 
(el 25% restante) (Boveris y Turrens, 1980). El O2
- es el precursor 
estequiométrico del H2O2, dado que la enzima antioxidante superóxido dismutasa 
(SOD) (Mn-SOD en la matriz mitocondrial y Cu,Zn-SOD en el espacio 
intermembrana) cataliza su dismutación a H2O2 y O2. Es por esta razón que las 
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mitocondrias son consideradas la principal fuente intracelular de especies 
reactivas del oxígeno. La producción mitocondrial de O2
-  representa el 1% de 
consumo total de oxígeno en corazón e hígado de rata  (Chance y col., 1979; 
Boveris y Cadenas, 1997). La producción de O2
- (y H2O2) y por lo tanto, su 
concentración en estado estacionario, es mayor en el estado metabólico 4 de la 
mitocondria (inactivo, en ausencia de ADP) y menor en el estado 3 (activo) (Fig. 
2). 
 
Figura 1: Esquema de la cadena respiratoria y el trasporte de electrones 
en la membrana interna mitocondrial (Nelson y Cox, 2013). 
 
b. Concepto de estrés y daño oxidativo 
En 1985, Helmut Sies definió al estrés oxidativo como una situación de 
desbalance con un exceso de especies oxidantes o disminución de los 
antioxidantes que pueden conducir al daño celular. A partir de esta idea y desde 
un punto de vista clásico, el daño oxidativo celular se define como una situación 
donde el aumento de la concentración en estado estacionario de alguno de los 
mediadores de las reacciones en cadena de radicales libres conduce a un 
aumento de la velocidad de esta reacción y al consumo de antioxidantes 
endógenos (Sies, 1991; Halliwell y col., 1989; Boveris y col., 1997). El daño 
oxidativo ha sido definido como un proceso irreversible (Boveris y col., 2008; 
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Bustamante y col., 2004) y representa un desbalance entre la producción de 
agentes oxidantes y las defensas antioxidantes generando daño oxidativo a 
biomoléculas y muerte celular (Repetto y col., 2003; Cadenas y col., 1994). 
 
 
Figura 2: Producción mitocondrial de especies reactivas del oxígeno. 
Tomado y adaptado de Zhang y col., 2007. 
 
La “hipótesis redox” amplía el concepto clásico de estrés oxidativo. Esta 
hipótesis postula que el estrés oxidativo se debe a procesos oxidativos que 
alteran el balance redox celular dado por los grupos tioles (-SH), compuestos de 
bajo peso molecular como el glutatión (GSH) o proteínas involucradas en las vías 
de señalización y funciones fisiológicas. Las especies reactivas del oxígeno tales 
como el anión superóxido (O2
-), el peróxido de hidrógeno (H2O2) y el radical 
hidroxilo (HO), así como también los productos secundarios o finales de la 
oxidación de fosfolípidos y proteínas (peróxidos, aldehídos, quinonas, epóxidos) 
son los responsables de la oxidación de los grupos tioles. Estas especies y los 
productos de oxidación se producen incluso en situaciones fisiológicas y pueden 
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alterar el estado redox de la célula (Jones, 2008). El estrés oxidativo, se define a 
partir de estos conceptos, como un fenómeno reversible (Boveris y col, 2008). 
Protección del estrés y daño oxidativo: Sistemas de defensa 
antioxidante 
La transición de la vida anaeróbica a la aeróbica significó no solo la 
posibilidad de una mayor producción de energía y la existencia de formas de vida 
más complejas, sino también la necesidad de adaptarse a la toxicidad del O2. Los 
antioxidantes son constituyentes normales de la célula cuya función es disminuir 
los niveles de las especies oxidantes mediante diversos mecanismos. Los 
antioxidantes celulares incluyen a las enzimas antioxidantes clásicas: superóxido 
dismutasa (Cu,Zn-SOD y Mn-SOD), catalasa, glutatión peroxidasa (Chance y col., 
1979) y el sistema tiorredoxina (tiorredoxin reductasa, tiorredoxina y NADPH) 
(Nordberg y col., 2001), y pequeñas moléculas que son capaces de reaccionar o 
atrapar radicales libres y especies excitadas, tales como GSH (en el rango 
milimolar), α-tocoferol y ß-caroteno (en el rango micromolar).  
a. Antioxidantes enzimáticos 
Enzimas como SOD, catalasa y glutatión peroxidasa ejercen su acción 
mediante la catálisis de reacciones químicas donde compuestos con propiedades 
oxidantes son convertidos en productos no oxidantes. La enzima SOD elimina el 
anión O2
- (Fridovich, 1974) mientras que la catalasa y la glutatión peroxidasa 
detoxifican el H2O2 de la célula. 
En cuanto a la SOD, ésta cataliza la dismutación del O2
- a H2O2 y O2. 
Existen dos isoformas principales de esta enzima: Cu,Zn-SOD (SOD1), que está 
presente en el citosol, lisosomas y espacio intermembrana mitocondrial; y Mn-
SOD (SOD2), que se ubica preferencialmente en la matriz mitocondrial. En hígado 
de rata, aproximadamente el 85% de la actividad total de la SOD proviene de la 
isoforma Cu,Zn-SOD y el 15% remanente corresponde a la Mn-SOD. 
Dentro de las células, la catalasa se localiza en los peroxisomas. Se 
encuentra en altas concentraciones en el hígado y el riñón pero en bajas 
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concentraciones en los tejidos epitelial y conectivo y en el cerebro. Esta enzima 
cataliza la dismutación de H2O2 a O2 y H2O. 
La glutatión peroxidasa es capaz de catalizar la descomposición de una 
amplia variedad de peróxidos orgánicos e inorgánicos (Flohé y col., 1971), según 
la siguiente ecuación química (6): 
ROOH (o H2O2) + 2 GSH    ROH (o H2O) + GSSG + H2O      (6) 
La enzima glutatión reductasa (GR) es capaz de reducir el glutatión 
oxidado (GSSG) a glutatión reducido (GSH), utilizando NADPH2 como agente 
reductor. 
La enzima tiorredoxina (Trx) es una pequeña proteína que participa en la 
transferencia de electrones a través de la oxidación reversible de dos grupos –SH 
vecinos a un puente disulfuro (-S-S-). Así, la Trx es capaz de reducir 
espontáneamente los puentes disulfuro de las proteínas. La enzima tiorredoxina 
reductasa (TR) transforma nuevamente la Trx oxidada en Trx reducida en 
presencia de NADPH. Las enzimas Trx, TR y NADPH en conjunto conforman el 
sistema tiorredoxina y forman un interesante sistema reductor de disulfuros en 
proteínas dependiente de NADPH. Este sistema es el principal responsable de 
mantener a las proteínas de la célula en su estado reducido. La oxidación de 
grupos -SH críticos, por ejemplo debido a un aumento de las especies reactivas 
del oxígeno, conduciría a un cambio en la función biológica o pérdida de función 
y, en el peor de los casos, a una situación patológica (Holmgren, 1989; Arner y 
col., 2000). 
b. Antioxidantes no enzimáticos 
i. Antioxidantes no enzimáticos endógenos 
El GSH, el α-tocoferol y el ß-caroteno son antioxidantes no enzimáticos. El 
primero es un antioxidante endógeno sintetizado en las células, mientras que los 
otros dos son incorporados con la dieta. Su acción antioxidante se debe a su 
capacidad de atrapar o reaccionar con radicales libres y especies excitadas. El 
GSH es un típico antioxidante hidrosoluble y es el principal antioxidante 
intracelular; tiene la capacidad de conjugar H2O2 y otros compuestos para su 
- 10 - 
 
detoxificación, tanto de manera directa como indirectamente, a través de la 
actividad de la glutatión peroxidasa, por ejemplo. Además de reaccionar con 
electrófilos y xenobióticos en reacciones de conjugación, el GSH activa factores 
de transcripción nuclear (NF-κβ) e interacciona con el sistema tiorredixina, 
regulando la homeostasis redox celular (Jones y col., 2008). Se ha reportado la 
importancia de niveles intracelulares de GSH en la viabilidad celular en la 
toxicidad inducida por cobre (Cu), hierro (Fe) y cadmio (Cd) (Milchak y col., 2002). 
Tanto el α-tocoferol como el ß-caroteno son antioxidantes lipofílicos y actúan 
como atrapadores de radicales. En la célula, se localizan en las membranas 
debido a su naturaleza hidrofóbica. 
ii. Antioxidantes no enzimáticos exógenos 
Las moléculas antioxidantes, además de cumplir funciones fisiológicas, 
pueden ser utilizadas como suplementos dietarios. En este caso, se utilizan 
también otros compuestos, además de los ya mencionados antioxidantes 
endógenos. 
La N-acetilcisteina (NAC) es un precursor del GSH y ha sido ampliamente 
utilizada como antioxidante en modelos experimentales, tanto in vitro como in 
vivo. La NAC aporta grupos tioles reducidos, aumenta la síntesis de GSH y 
previene así su deficiencia.  
El butil-hidroxianisol (BHA) es un antioxidante de naturaleza fenólico 
históricamente utilizado en la conservación de los alimentos. A pesar de la 
controversia por tener efectos carcinogénicos en animales (Ito y col., 1986; 
National Toxicology Program, 2011), aun se lo utiliza en modelos celulares e 
incluso animales (Sánchez-Gallego y col., 2011; Liang y col., 2014) para imitar el 
efecto antioxidante de moléculas más complejas como el α-tocopherol y el β-
caroteno, ya que comparte con estas sustancias la naturaleza hidrofóbica y la 
actividad atrapadora de radicales libres, evitando la propagación de las 
reacciones en cadena de lipoperoxidación.  
El butil-hidroxitolueno (BHT) es un compuesto orgánico lipofílico con las 
mismas propiedades antioxidantes que el BHA, también muy utilizado en la 
preparción de alimentos y cosméticos. Los efectos protectores del BHT han sido 
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recientemente muy estudiados en la criopreservación de gametas en el campo de 
la fertilización asistida (Morillo-Rodríguez y col., 2012; Öğretmen y col., 2014; 
Merino y col., 2015). El BHT también se ha empleado en la investigación científica 
en un modelo ex vivo de mitocondrias aisladas de hígado de rata en el estudio de 
los efectos tóxicos del ácido valproico (Jafarian y col., 2013). 
El α-tocoferol (vitamina E), además de ser un antioxidante endógeno, se 
utiliza también  en la composición de los suplementos dietarios como antioxidante. 
Es la forma más activa de la vitamina E, denominación que agrupa a los 
tocoferoles y tocotrienos. El trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-
carboxylic acid) es el análogo hidrosoluble de la vitamina E que se emplea en 
investigación y como estándar en diferentes ensayos para determinar la actividad 
antioxidante. Su mecanismo de acción es el de atrapador de radicales libres, igual 
que el α-tocoferol, inhibiendo la propagación de las reacciones de 
lipoperoxidación en cadena (Traber y col, 2007). 
El ácido lipoico es un antioxidante que atrapa radicales libres, quela 
metales, previene o retarda la oxidación de fosfolípidos, regenera el GSH y el α-
tocoferol y protege los grupos tioles de las proteínas. Se encuentra en la sangre 
en niveles del orden de los μmoles . L-1, se absorbe rápidamente y atraviesa la 
barrera hematoencefálica (BHE) (Akpinar y col., 2008; Packer y col., 2010). 
Recientemente se lo ha utilizado en la investigación científica como suplemento 
en la dieta de ratas y ratones en el estudio del sindrome metabólico (Jiang y col., 
2013; Sancheti y col, 2014) y como así también en el estudio del estrés y daño 
oxidativo relacionados al envejecimiento (Bindu y col., 2010; Guha Thakurta y col., 
2012; Sinha y col., 2016) 
Fuentes generadoras de especies reactivas del oxígeno 
a. La combustión de biomasa y sus posibles efectos en la salud  
 La combustión de materia orgánica o biomasa, como la madera, ha 
cobrado gran interés en el último tiempo dado que se trata de una fuente 
alternativa de energía renovable, especialmente en aquellas áreas donde la 
madera se encuentra más disponible y es más económica que los combustibles 
fósiles. Sin embargo, el aumento de la combustión de biomasa ha hecho surgir la 
- 12 - 
 
discusión acerca de los posibles efectos sobre la salud de los productos 
residuales de la quema de madera, que son las emisiones particuladas en el aire 
y cenizas. 
 En el año 2007, un estudio reveló que el tráfico vehicular urbano junto con 
la combustión hogareña de madera, incendios forestales y quemas en los campos 
son las principales fuentes de material particulado (PM, por la sigla del término en 
inglés particulate matter) potencialmente tóxico (Naeher y col., 2007). Estudios 
epidemiológicos han asociado la exposición a PM ambiental en general con la 
morbilidad y mortalidad cardiovascular y respiratoria (Pope y col., 2002). Estos 
efectos incluyen la exacerbación de asma y alergias, enfermedad pulmonar 
obstructiva crónica (EPOC), fibrosis pulmonar, incremento del riesgo de cáncer de 
pulmón, aterosclerosis y efectos cardíacos agudos. El mecanismo biológico 
involucrado aun no está del todo resuelto, pero se considera que la inflamación 
tiene un papel central (Donaldson y col., 2003). 
 Estudios todavía más recientes sugieren que la exposición al humo de la 
madera puede afectar tanto la salud respiratoria como cardiovascular (Shan y col., 
2014; Raj y col., 2014; Ghio y col., 2012; Evans y col.; 2015). Un estudio en la 
comunidad de Temuco, en Chile, una de ciudades más afectada por las 
emisiones de la combustión de madera en ese país, donde aproximadamente el 
90% de las emisiones invernales de PM tiene origen residencial, asocia la 
morbilidad y mortalidad cardiovascular y respiratoria con la exposición a PM 
(Sanhueza y col., 2009). 
En los animales, el PM llevado por el aire ingresa al organismo a través de 
las vías aéreas respiratorias. En el alveolo de un pulmón sano, los macrófagos 
residentes y las células epiteliales que revisten la superficie pulmonar son los 
primeros en encontrarse con las partículas. De esta manera, se induce una 
compleja cascada de liberación de proteínas señalizadoras de la inflamación, 
como son las citoquinas, quimiocinas y factores de crecimiento. También se ha 
observado la acumulación de monocitos en el alveolo tras la exposición reiterada 
a PM, que asisten en despejar las partículas y son esenciales en la coordinación 
de la respuesta inflamatoria. La inflamación es un proceso complejo que involucra 
la liberación celular de mediadores tanto pro- como antiinflamatorios. Las 
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citoquinas proinflamatorias TNF-α, interleuquina IL-6 y la quimiocina IL-8 son 
comúnmente utilizados como marcadores de la inflamación inducida por 
partículas inspiradas (Ishii y col., 2004; Herseth y col., 2008; Becker y col., 2005; 
Marchini y col., 2014). 
Las partículas provenientes de la combustión son consideradas las más 
dañinas para la salud humana, siendo el tamaño de las partículas el factor más 
importante, mientras que su composición química puede ser diferente 
dependiendo del tipo de madera, las condiciones de la combustión y, a su vez, es 
considerablemente diferente del de las partículas provenientes de combustibles 
fósiles. 
En los últimos años se ha vuelto evidente que la producción de ROS es un 
punto crucial en la genotoxicidad mediada por PM (Donaldson y col., 2010; Moller 
y col., 2010). Una posible explicación del mecanismo involucrado reside en la 
activación de la enzima NADPH oxidasa, el daño mitocondrial, la oxidación de 
hidrocarburos aromáticos policíclicos (PAH, por su sigla en inglés) o la acción 
catalítica de trazas de iones de metales de transición en la reacción de 
Fenton/Haber-Weiss para producir el altamente reactivo radical HO. Además, los 
compuestos orgánicos, como los PAH, pueden ser activados metabólicamente por 
las enzimas citocromo P450 y dehidroalcohol deshidrogenasas para formar 
radicales semiquinona reactivos o quinonas redox-activas, que pueden a su vez 
generar ROS (Squadrito y col., 2001). La producción de ROS conduce a la 
activación de vías proinflamatorias y factores de transcripción como NF-κß, 
activando la expresión de citoquinas y quimiocinas, que eventualmente responden 
produciendo aun más especies reactivas del oxígeno y del nitrógeno. Finalmente, 
esto produce daño oxidativo a biomoléculas (ADN, lípidos, proteínas) y muerte 
celular (Danielsen y col., 2011; Könczöl y col., 2013). Se ha reportado en varias 
ocasiones que el mecanismo de muerte en la citotoxicdad por PM es apoptosis 
inducida por ROS (Dagher y col., 2006; Liu y col., 2015; Cui y col., 2015). 
Las proteínas kinasas activadas por mitógenos p38 (p38 MAPK) 
constituyen un conjunto de proteínas kinasas activadas por mitógenos que 
responden a estímulos de estrés, como citoquinas, radiación ultravioleta, shock 
térmico y shock osmótico, que están involucradas en la diferenciación celular, 
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apoptosis y autofagia. Se observó que p38 MAPK tiene un rol clave en un modelo 
estrés oxidativo en células de epitelio pulmonar y células monocíticas expuestas a 
material particulado fino proveniente de pellets de maderas de abeto y haya 
(Corsini y col., 2013; Rui y col., 2016). 
Por lo general, cuanto menor es el tamaño de una partícula, mayor es la 
distancia que puede recorrer antes de depositarse en las vías aéreas respiratorias 
(Fig. 3). El conjunto de partículas ambientales comprende partículas de diferentes 
tamaños en un rango que va desde unos pocos nanómetros hasta varias decenas 
de micrómetros y entre estas, las partículas cuyo diámetro se ubica por encima de 
los 10 μm son las más propensas a depositarse en la zona proximal de las vías 
aéreas y a ser removidas por la actividad ciliar (Salvi y Holgate, 1999). Los 
estudios realizados en humanos con partículas radioactivas de diferentes 
tamaños encontraron que las partículas con un diámetro promedio de 2,5 μm 
representan el 83% del total de lo que se deposita en el pulmón, mientras que las 
partículas con diámetros comprendidos entre 8,2 y 11,5 representan el 49% y 
31% respectivamente, indicando que hay una relación inversa entre el tamaño de 
la partícula y la capacidad de depositarse en el pulmón (Anderson y col., 1988). 
De manera similar, las partículas de menor tamaño tienden a permanecer en el 
pulmón durante más tiempo (77% de retención para partículas de diámetro 2,5 
μm, comparado con 15% de retención para partículas de diámetro 8,2 μm 
después de 24 horas) (Svartengren y col., 1987). Los estudios experimentales en 
ratas indicaron que las partículas respirables finas (partículas de diámetro medio 
≤2,5 μm, conocidas como PM2.5) producen mayor daño pulmonar y toxicidad que 
en aquellos animales expuestos a la misma masa depositada de partículas 
respirables de mayor diámetro (PM10) del mismo material (Oberdorster y col., 
1994; Donaldson y col., 1998). Esto parece deberse principalmente a la mayor 
área superficial disponible en el PM de menor tamaño. Cuanto menor es el 
tamaño de la partícula, mayor es el área superficial por unidad masa y por lo 
tanto, mayor es su capacidad de transportar sustancias tóxicas, como metales 
pesados, PAH y radicales libres. En PM2.5 se encontró una mayor cantidad de 
radicales libres con respecto a muestras de PM de mayor tamaño de la misma 
sustancia (Donaldson y col., 1998; Zhang y col., 1988) y es por esta razón que las 
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diferencias en la capacidad de producir inflamación pulmonar puede explicarse a 
partir de las diferencias en el contenido de radicales libres. 
 
Figura 3: Movimiento y deposición del material particulado en las vías 
aéreas respiratorias de acuerdo al tamaño de partícula.  Tomado y adaptado de 
http://www.tus.ac.jp/rist/lab/introduction/2research-centers/906.html 
 
Previamente se ha mencionado que las células epiteliales pulmonares junto 
con los macrófagos residentes constituyen la primera línea de defensa en la 
exposición a PM. La línea celular A459 son células tipo II de epitelio alveolar de 
pulmón, provenientes de un individuo humano con adenocarcinoma alveolar. 
Estas células se encuentran bien caracterizadas por un amplio uso en una gran 
variedad de estudios moleculares y conservan muchas características de las 
células tipo II normales. Las células A459 se utilizan porque son metabólicamente 
activas en el tracto respiratorio distal y son un blanco importante de las sustancias 
inhaladas (Könczöl y col., 2013). 
b. Generación de especies reactivas del oxígeno catalizada por 
metales de transición 
A pesar de no ser un buen oxidante, el O2
- tiene un papel clave en las 
oxidaciones mediadas por radicales libres dada por su capacidad de dismutar a 
H2O2 así como de reducir iones de metales de transición, como el Fe(III) y Cu(II) 
en la reacción de Fenton/Haber-Weiss (Fenton, 1984; Haber y Weiss, 1934) (Fig. 
4). Estos iones de metales de transición, producen la ruptura homolítica de H2O2 y 
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ROOH dando como productos HO y RO (Gutteridge, 1984; Crichton, 2002). 
Estos últimos son responsables de iniciar la reacción en cadena de la 
peroxidación lipídica (Ecuación 1). 
 
Figura 4: La reacción de Fenton y Haber-Weiss es una de las fuentes 
celulares de especies reactivas del oxígeno. En esta reacción, los metales de 
transición como los iones de hierro y cobre catalizan la producción de radical 
hidroxilo. Éste último es capaz de iniciar la reacción de lipoperoxidación en 
cadena. 
 
La producción de HO a partir de H2O2 y Fe(II) en la reacción de 
Fenton/Haber-Weiss ha sido considerada durante mucho tiempo como el paso 
limitante para la lipoperoxidación en condiciones fisiológicas. El mecanismo más 
aceptado para explicar la auto-oxidación de fosfolípidos es la formación de 
radicales libres por la transferencia de un electrón desde los iones de metales de 
transición en la reacción de Fenton/Haber-Weiss, en la cual los iones del Fe o del 
Cu catalizan la reacción de descomposición del H2O2 y se produce el radical HO
 
(Cadenas y col., 1994; Boveris y col., 1980; Repetto y col., 2010). 
Metales de transición 
Los metales de transición son un grupo de elementos metálicos que 
presentan capas internas de electrones incompletas de tal manera que sus 
átomos tienen la posibilidad de ceder electrones, con tendencia a la formación de 
cationes, ya que presentan energías de ionización bajas. Como consecuencia, 
presentan diferentes estados de oxidación en la combinación con otros 
elementos, en los que el número de oxidación menor corresponde a la pérdida de  
electrones del orbital s del nivel más externo y los números de oxidación variables 
se deben a la pérdida de los electrones de orbitales d internos. Esta movilidad de 
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los electrones d es lo que fundamenta las propiedades físicas, químicas y 
bioquímicas de estos elementos (Chang, 1999; Repetto y Boveris, 2012). 
De todos los elementos de la Tabla Periódica, son veintitrés los que se 
hallan presentes en los organismos vivos. Dado que cumplen funciones 
biológicas esenciales son  considerados como bioelementos. 
De acuerdo a su concentración en el cuerpo humano, los bioelementos se 
clasifican en primarios, secundarios u oligoelementos. Los bioelementos primarios 
representan el 95% de los bioelementos, los secundarios el 5% y los 
oligoelementos, presentes en muy bajas concentraciones, representan el 0,1%. 
De los once oligoelementos que tienen mayor importancia biológica (V, Cr, Mn, 
Fe, Co, Cu y Zn), siete pertenecen al período 4 de la Tabla Periódica, siendo el Fe 
y el Cu los más importantes. Todos estos elementos son considerados como 
micronutrientes ya que son necesarios por el cuerpo humano en pequeñas 
concentraciones o trazas (menos de 100 mg . día-1) y son componentes 
esenciales de las estructuras biológicas.  
Como veremos más adelante, los metales de transición son fundamentales 
para varias funciones biológicas. Sin embargo, la exposición a concentraciones 
elevadas de estos metales produce citotoxicidad y daño oxidativo. Esta toxicidad 
se atribuye a diferentes mecanismos: unión a grupos tioles, alteración de la 
estructura y función de proteínas, desplazamiento de metales esenciales que 
funcionan como co-factores en reacciones enzimáticas y formación de especies 
reactivas del oxígeno en reacciones de auto-oxidación en las que se producen 
O2
- y H2O2 (Fridovich y col., 1978; Chance y col., 1979; Pryor y col., 1982). 
Homeostasis de los bioelementos hierro y cobre 
a. Importancia biológica del hierro 
 El hierro (Fe) es necesario en bajas concentraciones para mantener la 
salud en los mamíferos (Dosis diaria recomendada en humanos de 10-15 mg . 
día-1) mientras que a niveles más altos (20-30 mg . kg-1), este metal se vuelve 
tóxico para humanos y animales. Los iones del Fe están involucrados en la 
bioquímica básica de la vida aeróbica, dado que participan de los centros activos 
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de proteínas y enzimas vitales: son responsables de la unión reversible y 
transporte del O2 en la hemoglobina y en las reacciones de transferencia de 
electrones de citocromos y centros hierrosulfurados (Fe-S) de la cadena 
respiratoria mitocondrial. Los niveles celulares y tisulares del Fe están 
determinados de manera homeostática por proteínas reguladoras que controlan la 
captura, el transporte y el almacenamiento del metal. La hormona peptídica 
hepcidina sería el principal regulador del metabolismo del hierro en humanos 
(Camaschella, 2005). 
El Fe se absorbe en el intestino delgado. El Fe(III) es reducido a Fe(II) por 
el pH ácido del estómago y se absorbe en la porción proximal del duodeno. 
También existen enzimas específicas como las ferroreductasas en la membrana 
del enterocito, que reducen el Fe(III) a Fe(II) en las proximidades de la proteína 
transportadora de cationes divalentes (DMT1), que incorpora el metal a la célula. 
Existen también unos pocos receptores de Fe(III). Una vez en el enterocito, el Fe 
puede ser almacenado, utilizado o exportado a través de las proteínas ferroportina 
y hefastina en la membrana basolateral del enterocito. En sangre, el Fe se 
transporta unido a la transferrina (Tf). La ceruloplasmina es capaz de oxidar al Fe 
para que pueda asociarse a la Tf. El Fe se almacena en el hígado luego de ser 
transportado a las membranas del canalículo biliar para disipar los niveles tóxicos 
de este metal (Lalioti y col., 2010). En el hígado, las reservas de Fe se encuentran 
principalmente en forma de ferritina citosólica, una proteína especializada de 450 
kDa que es capaz de unir de manera reversible hasta 4500 átomos de Fe. Este 
almacenamiento de Fe representa nada menos que el 50-55 % del hierro total 
hepático. Mientras tanto, otro 20-25% de Fe se encuentra formando parte de 
citocromos y centros Fe-S mitocondriales y el retículo endoplasmático. Desde el 
hígado, el Fe es movilizado a la periferia por la Tf (Theil y col., 1987; Liu y col., 
2005; Wang y col., 2011). Los progenitores eritroides obtienen Fe para la síntesis 
de hemoglobina a través de la Tf desde el intestino delgado o del hígado, bazo y 
médula ósea, donde también tienen lugar el reciclado de los glóbulos rojos 
senescentes (Fig. 5). 
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Figura 5: Esquema del metabolismo del hierro. Tomado y adaptado de 
http://www.eclinpath.com/chemistry/iron-metabolism 
 
En este trabajo de tesis, se analizarán los efectos tóxicos de los iones 
metales de transición Fe y Cu en el hígado y el cerebro de rata. Por un lado, el 
hígado es el órgano responsable del almacenamiento y detoxificación y, por su 
función, es uno de los primeros y principales blancos de cualquier agente tóxico 
que ingresa al organismo y alcanza la vía sistémica. Por el otro lado, es sabido 
que el cerebro es un órgano muy sensible al daño oxidativo debido a su alta tasa 
metabólica y su limitada capacidad de regeneración celular. 
 El contenido total de Fe en humanos adultos es de entre 4 y 5 g. El 66% (3 
g) se encuentra unido a la hemoglobina, el 4% (0,18 g) en la mioglobina, 30% (1,4 
g) se almacena en el hígado y 1,3% (60 mg) se ubica en el cerebro unido 
principalmente a la ferritina. Alrededor del 0,1-0,2% está  unido a Tf circulante 
(Pérez y col., 2005). En ratas, el Fe total presente en el hígado es 
aproximadamente 0,4-1,3 mg (1,5-5 mg de tejido seco) (Austoni y col., 1940). 
 En los mamíferos, el cerebro es un órgano muy evolucionado con un 
metabolismo aeróbico altamente activo. Por ejemplo, el cerebro humano, a pesar 
de representar sólo un 2% del peso corporal, recibe el 15% del gasto cardiaco y 
consume el 25% del total de glucosa y oxígeno de todo el cuerpo. Además, el 
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cerebro tiene limitadas reservas de glucógeno y lípidos con una muy baja 
actividad metabólica anaeróbica (Clark y col., 1999). 
 El cerebro de los mamíferos concentra activamente el Fe (Fayed, 2010): es 
el órgano con más alto contenido de este metal, después del hígado. El contenido 
normal de Fe en ratas y humanos es de aproximadamente 35-40 μg de Fe por g 
de tejido húmedo (Dellepiane y col., 2010; Akatsu y col., 2012). El movimiento de 
Fe a través de la barrera hemato-encefálica (BHE) se encuentra regulado y no 
existe un flujo pasivo de la sangre al cerebro para este metal. La entrada del Fe al 
parénquima cerebral tiene lugar a través de receptores mediados por transferrina 
(TfR) y una vez dentro del cerebro, el Fe es transportado desde el fluido 
intersticial a las neuronas por la Tf (Salvador y col., 2011, Przbylowski y col., 
2013). 
 Existen diferencias en el contenido de Fe en las distintas áreas cerebrales. 
Esto es importante no sólo por el alto grado de especificidad en las funciones de 
cada área, sino también en aquellas patologías que afectan de manera particular 
a algún área del cerebro, como por ejemplo la substantia nigra y el cuerpo 
estriado en la enfermedad de Parkinson y el hipocampo en la enfermedad de 
Alzheimer. Los siguientes valores de contenido de Fe en las áreas cerebrales 
corresponden al cerebro humano, expresados por masa húmeda del órgano: en la 
corteza, 45 μg .g-1; en el hipocampo, 37 μg . g-1; en el núcleo caudado, 27 μg .  g-
1; en el putamen, 26 μg . g-1 y en la substantia nigra, 70 μg . g-1 (Vymazal y col., 
1999). De la misma manera, el cerebro de rata exhibe diferentes concentraciones 
del metal en cada una de las áreas cerebrales: sobre el total de 35-40 μg de Fe 
por g de cerebro (masa húmeda), 7 μg .g-1 están presentes en la corteza y 21 μg . 
g-1 en el hipocampo (Prohaska, 1987; Erikson y col., 1997). 
b. Importancia biológica del cobre 
El Cu es un oligoelemento esencial en todos los organismos vivos. 
Desempeña un papel fundamental en todos los sistemas de vida ya que forma 
parte de los sitios activos de enzimas con funciones diversas: la citocromo 
oxidasa, que participa de la transferencia de electrones mitocondrial; la isoforma 
citosólica de la enzima antioxidante superóxido dismutasa, la Cu,Zn-SOD; la 
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dopamina ß-monooxigenasa, para la síntesis de neurotransmisores y la 
ceruloplasmina, para el transporte de Cu y oxidación de Fe(II) son sólo algunos 
ejemplos (Rossi y col., 2004; Angelova y col., 2011). 
 La dosis diaria recomendada para la dieta de un humano adulto es de 1-3 
mg Cu por día mientras que una ingesta por encima de los 10 mg por día es 
considerada perjudicial para la salud. El Cu se absorbe en el intestino como Cu(I) 
mediante el transportador Ctr1, específico para este estado de oxidación, por lo 
que existen reductasas que previamente reducen el Cu(II) de la dieta a Cu(I) 
(Nose y col., 2006). El receptor de metales divalente DMT1 también podría 
participar en la captación de este metal (Mims y col., 2005). Desde Ctr1 el metal 
es transferido a proteínas citosólicas ricas en cisteína denominadas 
metalotioneínas (MT) cuya función es proteger al metal de la oxidación 
intracelular. A su vez, el Cu es transferido desde Ctr1 a distintas proteínas según 
el destino celular. Estas proteínas son denominadas “chaperonas de Cu” (Fig. 6). 
 
Figura 6: Esquema del metabolismo celular del Cu y las proteínas 
involucradas en su captación, movimiento y exportación. Tomado y adaptado de 
Rossi y col., 2004. 
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La chaperona de Cu Antioxidant-1 (ATOX1) actúa a nivel  del retículo trans-
Golgi (TGN). Transfiere Cu(I) a dos ATPasas que han sido identificadas en el 
hombre y los roedores (ATP7A y ATP7B) (Hung y col., 1998; McRae y col., 2010). 
Ésta constituye la vía secretoria del Cu. El Cu es exportado del intestino por la 
ATP7A en un proceso de transporte a través de la membrana basolateral del 
epitelio intestinal. La exportación de Cu desde el hígado, está regulado por la 
acción de enzimas ATPasas, fundamentalmente ATP7B (Lutsenko y col., 2007). 
La ATP7A está presente en todos los tejidos excepto en el hígado, mientras que 
ATP7B se expresa principalmente en el hígado. Ambas proteínas son efectivas 
para la captación y el transporte de Cu aunque su función no sea exactamente la 
misma. La ATP7A es la responsable de la incorporación de Cu a la albúmina para 
su transporte al hígado, por ejemplo, en tanto que la ATP7B es la responsable de 
la incorporación de Cu a la ceruplasmina para su excreción por la bilis (Lutsenko  
y col., 2007; Kozlowski y col., 2009; Lalioti y col., 2009) (Fig. 6). 
Otras chaperonas de Cu son la chaperona del Cu para la enzima superóxido 
dismutasa (CCS) y la chaperona del Cu para la enzima citocromo oxidasa 
mitocondrial (Cox17). En el caso de la CCS, el destino del Cu es la enzima Cu-Zn 
superóxido dismutasa citosólica (SOD1). CCS lleva a cabo las funciones de 
enlace, de transferencia y de acoplamiento de Cu en la Cu-Zn SOD (Itoh  y col., 
2009). Por su parte, Cox17 transporta el Cu desde el citoplasma a la mitocondria, 
con ayuda de proteínas accesorias (Kozlowski y col., 2009; Lalioti y col., 2009) 
(Fig.6). 
El contenido de cobre en el organismo humano es alrededor de 100-120 mg. 
Se distribuye en distintos tejidos del organismo humano con una relación 
aproximada del 50% en huesos (42 mg) y músculo esquelético (26 mg), un 15% 
en la piel, un 15 % en la médula ósea, de un 8% a un 15% en el hígado (10 mg) y 
un 8% en el cerebro (8,8 mg) (Angelova y col., 2011). Alrededor del 95% del Cu 
en la sangre humana está unido covalentemente a la ceruloplasmina, mientras 
que otro 5% está unido a la albúmina y otras moléculas.  
El Cu es internalizado en el cerebro a través de la BHE por el transportador 
Ctr1y la ATPasa importadora de Cu ATP7A (Przbylkowski y col., 2013). El 
contenido total de Cu en el cerebro es de aproximadamente 2 y 6 μg por g de 
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tejido húmedo en ratas y humanos, respectivamente (Akatsu y col., 2012). El 25% 
del Cu en el cerebro se encuentra formando parte de la enzima Cu,Zn-SOD, 
siendo esta la principal cuproenzima del cerebro (Rajendran y col., 2009 ), lo que 
significa 1 μg de Cu por gramo de tejido húmedo y 4 μg por g en humanos 
(Tomalsoff y col., 1980). De la misma manera que para el Fe, existen diferencias 
en el contenido de Cu en las diferentes áreas cerebrales. En los humanos, se 
registran los siguientes contenidos de Cu por g de tejido húmedo: de 2,5 μg en la 
corteza, 2,1 μg en el hipocampo y 6 μg en la substantia nigra (Prohaska, 1987). 
En ratas se han hallado los siguientes valores por g de peso húmedo: 1,5 μg en la 
corteza y 1,1 μg en el hipocamo (Prohaska, 1987; Erikson y col., 1997). 
Toxicidad de los bioelementos hierro y cobre 
a. Toxicidad del hierro 
Si bien este metal es necesario para las funciones fisiológicas del 
organismo, a concentraciones más elevadas exhibe efectos tóxicos, como ya se 
ha mencionado. El daño biológico asociado a la sobrecarga de Fe o siderosis 
proviene mayormente de un aumento del Fe lábil, el cual está formado por las 
formas redox-activas y quelables del metal (Breuer y col., 2008). Bajo condiciones 
normales, el Fe lábil representa una pequeña fracción del Fe celular. 
La toxicidad del Fe ha sido documentada por varios investigadores en 
diferentes tipos celulares y tejidos (hígado, diferentes áreas cerebrales, 
macrófagos, etcétera) y en muchos modelos animales y celulares (Fraga, 2005; 
Galleano y col., 1992; Salvador y col., 2011). Su toxicidad de debe principalmente 
a la capacidad de alternar entre los diferentes estados de oxidación permitiéndole 
participar en reacciones redox, como la ya mencionada reacción de 
Fenton/Haber-Weiss, y así generar el radical HO. 
Actualmente, existen dos hipótesis para explicar el mecanismo molecular 
de la toxicidad de los metales de transición en mamíferos. Estas dos hipótesis, 
por su parte, no son exclusivas, sino que más bien, ambas situaciones 
probablemente tengan lugar a la vez. La primera se basa en las propiedades 
redox de los iones de los metales de transición y postula que la forma reducida de 
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los iones (Fe(II) y Cu(I)) catalizan la escisión homolítica del enlace O-O en el H2O2 
y ROOH en una reacción tipo Fenton para producir los radicales HO y RO. La 
segunda, se basa en la capacidad de los iones Fe(III) y Cu(II) de reaccionar con el 
glutatión reducido intracelular (GSH) y depletar a las células de este antioxidante 
así como también de otros grupos tioles (-SH) esenciales en enzimas y factores 
regulatorios, debido a la alta afinidad de estos iones –entre otros metales de 
transición- por los grupos –SH de la cisteína. En cuanto a la primera hipótesis, 
existen dos posibilidades para la homólisis del enlace O-O: una clásica, donde el 
Cu(I) o el Fe(II) cataliza de manera directa la reacción y una segunda, en la cual 
el Cu(I) o el Fe(II) se une a péptidos o sitios proteicos específicos y reacciona con 
el H2O2 generando HO
, que es capaz a su vez de oxidar aminoácidos vecinos 
mediante enlaces cruzados, fragmentación y desnaturalización (Waggoner y col., 
1999). Este último mecanismo parece aplicar a la proteína ß-amiloide en la 
enfermedad de Alzheimer (Kozlowski y col., 2009). 
La hemocromatosis hereditaria (HCC, por su sigla en inglés) es un 
desorden genético que afecta el metabolismo del Fe, conduciendo a una 
sobrecarga de este metal en el organismo. Existe también la hemocromatosis 
secundaria, donde la causa de la sobrecarga de Fe puede ser cualquiera excepto 
genética y lo más frecuente aquí es la sobrecarga de Fe por transfusión, que 
resulta de reiteradas transfusiones de sangre (Hider y col., 2013; Lu y col., 1994).  
Las causas más infrecuentes de hemocromatosis secundaria son la hemólisis 
severa o un exceso de hierro en la dieta. La HCC tiene una prevalencia del 0,3% 
(San-Miguel y col., 2008). 
La HCC se debe generalmente a una mutación en el gen HFE, que codifica 
para la proteína responsable de la regulación de la absorción del Fe: la hepcidina. 
Sin embargo, hoy se acepta que esta mutación no es la única causa de la HCC y 
han surgido términos como “hemocromatosis hereditaria no clásica” o “no-HFE 
hemocromatosis”. El tratamiento de la hemocromatosis consiste generalmente en 
un procedimiento llamado flebotomía, que implica remover la sangre rica en Fe 
del cuerpo en un proceso similar a las donaciones de sangre (Barton, 1988). Para 
aquellos que no toleran la flebotomía (enfermos cardiacos, anémicos) se utiliza la 
terapia quelante con agentes como la deferroxamina (Miller, 1989). 
- 25 - 
 
Una sobrecarga abrupta de Fe al cerebro puede ocurrir después de un 
infarto hemorrágico, en donde el sangrado alcanza el cerebro o el interior del 
espacio subaracnoideo como consecuencia de un aneurisma cerebral o un golpe 
en la cabeza. Aquí, tiene lugar una sobrecarga aguda de Fe en el cerebro cuando 
la sangre lo alcanza y es metabolizada por las hemo-oxigenasas produciendo 
biliverdina, monóxido de carbono y Fe. Esta súbita sobrecarga de Fe a las áreas 
cerebrales supera la capacidad de almacenamiento de la ferritina celular, 
generando estrés oxidativo y contribuyendo de esta manera al daño del tejido 
afectado. La terapia quelante es capaz de disminuir el contenido del Fe en el 
cerebro en estos casos, pero algunos autores la han encontrado inefectiva en el 
resultado del tratamiento de los pacientes (Wu y col., 2012). 
Finalmente, se ha encontrado que existe acumulación del Fe en el cerebro 
con el envejecimiento (Hallgren y Sourander, 1958), así como también en 
pacientes con enfermedades neurodegenerativas (Ward y col., 2015). 
b. Toxicidad del cobre 
El Cu libre en concentraciones elevadas tiene efectos tóxicos. El mejor y 
más conocido ejemplo de la toxicidad del Cu es la enfermedad de Wilson. Se trata 
de una rara enfermedad autosómica recesiva, con una incidencia de 1:30.000 a 
1:100.000. La alteración genética tiene lugar en la bomba ATPasa ATP7B, 
implicada en la excreción del metal desde los hepatocitos hacia la billis. La 
disfunción o ausencia de ATP7B conduce a un aumento de la concentración 
intracelular de Cu en los hepatocitos y los eventos siguientes por la sobrecarga 
del metal llevan a la muerte celular (Wu y col., 1985). Si bien el órgano afectado 
de manera primaria es el hígado, la sobrecarga de Cu termina por superarlo y el 
exceso de metal pasa a la circulación sanguínea, donde es capaz de llegar a 
muchos otros órganos, como el cerebro, uno de los órganos secundarios más 
afectados por esta enfermedad y que muestra una importante acumulación de Cu, 
junto con el hígado. Los signos y síntomas de la enfermedad incluyen alteraciones 
hepáticas, como cirrosis y hepatitis crónica que termina en falla hepática; 
alteraciones neurológicas, como parkinsonismo y convulsiones y síntomas 
psiquiátricos como cambios de personalidad, depresión y psicosis. Entre otros 
signos característicos, se encuentra el anillo de Kayser-Fleischer, que se observa 
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como un anillo marrón-dorado en la periferia de la cornea por el depósito de Cu. 
El mecanismo atribuido a la patología de la enfermedad es por lo general la 
generación de ROS y el consecuente daño oxidativo, incluyendo daño al ADN y 
oxidación de fosfolípidos, especialmente en los estadíos más avanzados de la 
enfermedad  (Yasuda y col., 2006; Nair y col., 1998; Hayashi y col., 2006). 
La toxicidad del Cu ha sido asociada a la progresión del cáncer, 
enfermedad cardiovascular, ateroesclerosis, diabetes y especialmente a 
desordenes neurológicos (Jomova y col., 2011).  
Mecanismos propuestos para la asociación entre la dishomeostasis de 
hierro y cobre en cerebro y las enferemedades neurodegenerativas 
Existen numerosos reportes en la literatura que relacionan los niveles 
elevados de los metales Fe y Cu con la progresión de diferentes enfermedades 
neurodegenerativas. En términos generales, se postula que la capacidad de estos 
metales de generar un entorno oxidante a través de la formación del radical HO 
mediante la reacción de Fenton/Haber-Weiss, conduce a un aumento de la 
oxidación de proteínas e inflamación, llevando al mal plegamiento de las mismas 
y formación de agregados proteicos que son característicos de las enfermedades 
de Alzheimer, Parkinson y priónicas (Ward y col., 2015). 
Con respecto al hallazgo de desbalances en el contenido de Fe en la 
corteza cerebral en pacientes con enfermedad de Alzheimer, se propone que este 
metal, a través de la interacción con el péptido ß-amiloide, conduce al daño 
oxidativo y celular en las neuronas, por lo que el Fe cobraría importancia en la 
progresión de la enfermedad (Bonda y col. 2011; Becerril-Ortega y col., 2014; 
Xian-Hui D y col., 2015; Meadowcroft y col., 2015). En los cerebros de pacientes 
con enfermedad de Parkinson se han encontrado niveles elevados de Fe, 
especialmente en la substantia nigra. A la fecha, se han reportado varios estudios 
de terapia quelante de Fe con deferroxamina en diversos transtornos 
neurodegenerativos que han dado resultados alentadores (Ward y col., 2015). 
En cuanto al Cu, se ha postulado que éste facilitaría la formación de las 
placas amiloides características de la enfermedad de Alzheimer al aumentar la 
formación del péptido ß-amiloide a partir de la proteína precursora amiloide (APP) 
- 27 - 
 
y causando cambios conformacionales en dicho péptido que promueven su 
acumulación (Johnson, 2005). En las placas amiloides insolubles de cerebros 
post-mortem de pacientes se han encontrado niveles elevados de Cu, así como 



























- 29 - 
 
La generación de especies reactivas del oxígeno y del nitrógeno 
constituyen un mecanismo en común tanto en la toxicidad de ciertos agentes 
exógenos así como también en la etiología de algunas patologías. El material 
particulado proveniente de la combustión doméstica de la madera y la sobrecarga 
de los metales de transición hierro y cobre son estímulos tóxicos que actúan 
aumentando la producción de especies reactivas del oxígeno (ROS), llevando al 
daño oxidativo a biomoléculas y posterior muerte celular, afectando diversos tipos 
celulares y tejidos. Entonces, el tratamiento con sustancias antioxidantes puede 
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Objetivo general 
El objetivo general de esta tesis doctoral es caracterizar el daño oxidativo  
producido por la sobrecarga de agentes pro-oxidantes: productos por la 
combustión de biomasa y metales de transición, como también la prevención y/o 




Se proponen como objetivos específicos: 
a. Evaluar el efecto tóxico de diferentes agentes pro-oxidantes en modelos in 
vitro e in vivo: productos de la combustión de biomasa y metales de 
transición. 
b. Evaluar el rol de la producción de especies reactivas del oxígeno, p38 
MAPK y apoptosis en la toxicidad de las partículas emitidas en la 
combustión de biomasa en células de pulmón. 
c. Estudiar el efecto de la exposición aguda y crónica de Cu y Fe en el hígado 
y el cerebro de rata desde el punto de vista del daño oxidativo a 
biomoléculas y las defensas antioxidantes endógenas. 
d. Evaluar la respuesta antioxidante endógena enzimática y no enzimática en 
el hígado y el cerebro de rata en la sobrecarga aguda y crónica por Fe y 
Cu. 
e. Evaluar la funcionalidad mitocondrial del cerebro de ratas expuestas en 
forma crónica a Cu. 
f. Evaluar la protección (prevención o reparación) del daño oxidativo inducido 
por Cu en el hígado y la corteza cerebral de rata por la administración 
exógena de -tocoferol.  
g. Analizar los mecanismos de daño oxidativo de Fe y Cu en mitocondrias 
aisladas de hígado de rata, comparando los efectos de ambos metales y la 
respuesta al tratamiento con diferentes tipos de antioxidantes. 
  











Materiales y métodos 
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1. Modelo experimental in vitro de exposición a partículas de combustión 
de biomasa 
Este modelo y los experimentos que lo comprenden fueron realizados durante una 
rotación en el laboratorio de Prof. Dra. Irmgard Merfort, del Instituto de Ciencias 
Farmacéuticas de la Cátedra de Biología y Biotecnología Farmacéutica de la 
Universidad Albert-Ludwigs de Friburgo en Alemania. 
1.1. Cultivos celulares 
 Las células fueron cultivadas en una atmósfera humidificada a 37 °C y 5% 
CO2, en medio RPMI 1640, suplementando con suero fetal de ternera (FCS) al 
10% y penicilina/estreptomicina (p/s) al 1%. Para todos los experimentos, las 
células fueron cultivadas en los frascos hasta un 80-90% de confluencia, luego 
fueron tripzinizadas y sembradas en placas en una atmósfera humidificada a 37 
°C y 5% CO2. 
 Para separar y sembrar las células, éstas fueron contadas en una cámara 
de Neubauer mediante la utilización de un microscopio óptico. 
 Las células fueron en todo momento manipuladas en bancos de trabajo de 
cultivo celular en condiciones óptimas de esterilidad.  
1.1.1. Células A549 
Las células de adenocarcinoma pulmonar humano de epitelio alveolar tipo II, 
A549, derivadas de un individuo con carcinoma celular alveolar (Lieber y col., 
1979) fueron obtenidas por el laboratorio originalmente de la colección de cultivos 
celulares de Alemania, DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und 
Zellkulturen GmbH, Braunschweig, Germany). Estas células crecen como 
adherentes. Para los experimentos, las células fueron tripzinizadas de los frascos 
cuando alcanzaron el 80-90% de confluencia y sembradas en placas de 96 wells 
(Greiner, Frickenhausen, Alemania) en una atmósfera humidificada a 37 °C y 5% 
CO2. Tanto para los ensayos de viabilidad celular con metiltiazoltetrazolio (MTT) y 
de producción de especies reactivas del oxígeno (ROS), las células se sembraron 
en las placas de 96 wells con 15.000 células por well y fueron expuestas a las 
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partículas 24 h después. Los experimentos se realizaron en condiciones de 
privación de suero (medio de cultivo sin el agregado de FCS). 
1.1.2. CélulasTHP-1 
La línea celular monocítica THP-1 proviene originalmente del DSMZ. Estas 
células no adherentes crecen en suspensión y fueron cultivadas, al igual que las 
A549, en medio RPMI 1640, suplementado con 10% de FCS y 1% de p/s. Para 
los experimentos, se tomaron 25 mL de la suspensión conteniendo las células de 
los frascos de cultivo y se centrifugaron en un tubo falcon a 250 g por 5 minutos. 
Se descartó el sobrenadante y el pellet se resuspendió en un medio fresco para 
contar y sembrar las células. Se realizó la dilución para la concentración deseada 
y se le agregó acetato de forbolmiristato (PMA) 200 nM al medio de cultivo, para 
inducir la diferenciación a macrófagos adherentes. Inmediatamente, las células 
fueron sembradas en las placas de 96 wells de a 75.000 células por well, en 
medio RPMI 1640 con FCS 10% y p/s 1%. Luego de 48 h, las células fueron 
privadas de suero: se removió el medio, se lavaron las células con buffer fosfato 
(PBS) y se agregó el medio RPMI 1640 con p/s 1% (sin FCS). Las células serían 
expuestas al material particulado 24 h más tarde. 
1.2. Exposición a las partículas de combustión de biomasa 
 Se utilizaron dos tipos principales de partículas. En la mayoría de los 
experimentos, las partículas empleadas se originaron en la combustión de 
residuos de maderas, comúnmente conocidos como chips o pellets. Por su parte, 
estas partículas se encontraban a su vez divididas en 3 fracciones, de acuerdo a 
su tamaño a la hora de filtrar: las llamadas filtergut, que corresponden a un 
diámetro medio de partícula mayor a 2,5 μM (PM>2.5 o PM10); las llamadas 
finegut o finas, cuyo diámetro es menor a 2,5 μM (PM˂2.5 o PM2,5); y las 
llamadas bulk, que corresponden a las partículas sin clasificar, por lo que en peso 
contienen principalmente el material más voluminoso. Se contó con la información 
acerca de la composición de estas partículas, la cual se resume en la Tabla 2. 
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Tabla 2: Composición de las diferentes fracciones de las partículas obtenidas de 
la combustión de residuos de madera. 
 Abundacia relativa (%) 
Bulk Filtergut Feingut 
Calcita 0,50 0,65 0,11 
Arcanita (K2SO4) 27,51 13,19 47,24 
Dolomita (CaMg(CO3)2) 1,64 2,33 1,15 
Cal (CaO) 1,65 2,26 0,97 
Periclasa (MgO) 2,34 3,11 1,94 
Larnita (Ca2SiO4) 5,61 6,64 4,50 
Cuarzo (SiO2) 0,47 0,46 0,01 
Silvita (KCl) 2,14 1,06 5,41 
Thenardita (Na2SO4) 1,09 1,03 1,62 
Portlandita (Ca(OH)2) 0,92 0,88 1,67 
Singenita (K2Ca(SO4)2
.H2O) 1,11 0,99 0,66 
Hematita (Fe2O3) 0,42 0,55 0,36 
Magnesita (MgCO3) 0,01 0,01 0,01 
Merwinita (Ca3Mg(SiO4)2) 2,97 3,08 2,44 
Aragonito (CaCO3) 1,36 1,74 2,31 
Corundo 0,00 0,00 0,00 
Carbono (Amorfo) 50,25 62,04 29,61 
 
En uno de los experimentos, se utilizaron partículas provenientes de la 
combustión de madera de haya. Estas partículas también se encontraban 
disponibles en tres fracciones, de acuerdo al tamaño de partícula: BP2 (0,4-1 μm), 
BP3 (1-2,5 μm) y BP4 (≥2.5 µm). 
 La exposición de las células a las partículas se realizó luego de las 24 h, 
para las células A459 y de las 72 h, para las THP-1, después del sembrado y en 
condiciones de privación de suero. La privación del suero permite inducir la 
sincronización del ciclo celular (las células entran en estado de reposo G0) y de 
esta manera, se minimizan los efectos de los factores de crecimiento u otros 
estímulos similares que podrían enmascarar los efectos del estímulo que se 
quiere estudiar (Kues y col., 2000). Algunos de los experimentos que aquí se 
presentan, se repitieron en condiciones normales, es decir sin la privación del 
suero, y se observó que los cambios en los parámetros estudiados tendían a ser 
menos significativos (resultados no incluidos en esta tesis). 
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 Para privar a las células de suero, el medio donde se sembraron las células 
se removió y se lavaron las células con 100 μL de PBS estéril. Luego, se 
agregaron 100 μL del medio RPMI con p/s 1% y sin FCS. Para la exposición de 
las células a las partículas, las suspensiones del material particulado (PM) se 
prepararon en una relación de 1:5 en el medio RPMI con p/s 1% (sin FCS) y se 
sonicaron durante 15 minutos. Luego, se prepararon diluciones de esta 
suspensión en una concentración del doble de la final en el well (diluciones 2X). 
Finalmente, se agregarpm 100 μL de cada suspensión a las células (que ya se 
encontraban en 100 μL del medio de cultivo fresco privado de suero). Las 
suspensiones de las partículas, tanto la stock como las diluciones 2X fueron 
siempre resuspendidas antes de pipetearlas con un vortex situado en el banco de 
cultivo donde se preparó la suspensión y realizó la exposición, para asegurar la 
mayor homogeneidad posible en la suspensión de partículas. La concentración 
final de las partículas en los wells fueron de 0,1, 1, 10, 50, 100 y 200 μg .mL-1. 
1.3. Efecto de antioxidantes o inhibidores en la exposición a las partículas 
 En algunos experimentos, las células fueron pre-incubadas con 
antioxidantes (butil-hidroxianisol y N-acetilcisteina) o inhibidores enzimáticos 
(QVD y LN950) antes del agregado de las partículas. El butil-hidroxianisol (BHA) 
es un antioxidante que actúa atrapando radicales libres. La N-acetilcisteina (NAC) 
es un antioxidante tiólico y el precursor del GSH. Q-VD-OPh (QVD) es un 
inhibidor de pan-caspasa y, por ende, un inhibidor de la muerte celular 
programada. Finalmente, LN950 es un inhibidor de la proteína de estrés p38 
MAPK. El objetivo de estos experimentos fue reconocer los eventos asociados a 
la disminución de la viabilidad producida por las partículas. 
 Aquí, las sustancias previamente mencionadas, disponibles en alicoutas de 
soluciones stock, fueron diluidas en medio RPMI con 1% p/s sin FCS para obtener 
una concentración del doble de la deseada para la situación final en el well. De 
manera similar a la exposición con las partículas, luego de lavar las células con 
PBS, se agregó el medio de cultivo fresco que en este caso contenía BHA, NAC, 
QVD o LN950. Antes de agregar las partículas, las células fueron incubadas en 
esta condición durante una hora a 37 °C. Luego, se agregaron suspensiones 
conteniendo las partículas (100 μL) de manera que la concentración final de éstas 
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sea de 100  o 200 μg .mL-1. Las concentraciones finales de las sustancias 
utilizadas en los pre-tratamientos fueron: 100 μM para BHA, 1 mM para NAC, 25 
μM para QVD y 0,1 μM para LN950. 
1.4. Ensayo de viabilidad celular 
 Se utilizó el ensayo colorimétrico basado en la reacción del 
metiltiazoltetrazolio (MTT) (Mosmann, 1983). Este ensayo de citotoxicidad se 
basa en la función mitocondrial, ya que el bromuro de de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difeniltetrazol (MTT) de color amarillo es reducido por la reductasa 
mitocondrial a formazán de color púrpura. Esta reacción depende de la oxidación 
de NADH. La membrana celular es impermeable al formazán y éste puede ser 
cuantificado por su absorción a 595 nm. 
 La solución de MTT se preparó en una concentración de 5 mg .mL-1 en 
PBS estéril y se la sonicó durante 10 minutos para asegurar la total disolución. Se 
agregaron 25 μL de esta solución a cada well (200 μL) y las células fueron 
incubadas durante 2 h a 37 °C. Luego, se removió cuidadosamente el 
sobrenadante y los cristales de color violeta se disolvieron agregando 100 μL de 
DMSO a cada well. Se determinó la absorbancia a 595 nm en un lector de placa 
(Bio-Rad Model 680 Microplate Reader S/N 20228, Bio-Rad iMarkMicroplate 
Reader S/N 17270). El control positivo se obtuvo al exponer las células a Tritón-X 
0,05%, en lugar de las partículas. En cada placa, cada condición (control 
negativo, control positivo y expuestas a las partículas) se encontraba por 
duplicado o triplicado. Para la expresión de los resultados, se calcularon los 
valores promedio de los triplicados o duplicados intra-ensayo y la absorbancia de 
las células tratadas así como del control positivo, se normalizó al valor del control 
negativo, que se consideró como 100% de viabilidad. 
1.5.  Producción de especies reactivas del oxígeno 
 Para este ensayo, las células fueron sembradas y estimuladas como se 
describió previamente pero se utilizó una placa de 96-wells negra para 
fluorescencia. Esta determinación se basa en la capacidad del diacetato de 2’,7’-
diclorofluoresceina (DCFH-DA) de difundir hacia el interior de las células donde es 
desacetilada por estearasas a DCFH, de manera que no puede volver a salir. 
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Dentro de la célula, la DCFH es oxidada por especies reactivas del oxígeno 
(ROS), principalmente H2O2, pero también peróxidos orgánicos (ROOH), HO
, 
ROO para producir un compuesto oxidado fluorescente. La fluorescencia de este 
producto se mide a λexcitación = 495 nm y λemisión = 529 nm. 
 Para esta determinación, se contaba con una solución stock de DCFH-DA 
10 mM almacenada en alícuotas a -20 °C. En el banco de cultivo y en la 
oscuridad, se preparó una dilución 1:1000 en medio de cultivo sin suero. Se 
removió de la placa el medio y se agregaron 200 μL del medio fresco conteniendo 
10 μM de DCFH-DA. Se incubaron las células durante 30 min a 37 °C. Pasado 
este tiempo, se lavaron dos veces con 100 μL de PBS y se determinó la 
fluorescencia en un lector de placa de fluorescencia (Wang y col., 1999). Para 
expresar los resultados, se determinó el contenido de proteínas inmediatamente 
después o se guardó la placa a -20 °C para medir luego el contenido de proteínas. 
 Como control positivo se utilizaron células que fueron expuestas a SiO2 100 
y 200 μg . mL-1. La suspensión de SiO2, tanto stock como diluciones y la 
estimulación de las células se realizó en paralelo y de la misma manera que la 
exposición a las partículas de combustión de madera. 
 Para los cálculos, se registraron las unidades arbitrarias de absorbancia 
(UAA) por well y una vez determinada la concentración de proteínas, se calculó el 
contenido total de proteínas por well. Entonces, se calcularon las UAA por mg. 
Finalmente los resultados fueron normalizados al control negativo, que se 
consideró como 1 unidad relativa de fluorescencia (URF) por mg de proteína 
(URF . mg-1). 
1.5.1. Determinación de la concentración de proteínas 
 Se utilizó el kit comercial ThermoScientific Pierce BCA ProteinAssay. Esta 
determinación se fundamenta en la reducción en medio alcalino de Cu(II) a Cu(II) 
por las proteínas, con la detección altamente sensible del catión cuproso (Cu(I)) 
con ácido bicinconínico (Smith y col., 1985). 
 Antes de la determinación, se realizó el lisado de las células. Para ello, en 
cada well (conteniendo ya 100 μL de PBS) se agregaron 5 μL de Tritón-X 10% y 
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se incubó la placa durante 5 minutos a 30 °C y en agitación a 450 r.p.m. 
(Eppendorf ThermoMixer). La solución de BCA se preparó de acuerdo a las 
instrucciones del fabricante (50 partes de “A” por 1 parte de “B”). En una nueva 
placa, se agregaron 25 μL del lisado y de los estándares (soluciones stock de 
seroalbúmina bovina 0, 0,125, 0,25, 0,5, 0,75 y 1 mg . mL-1). A continuación, se 
agregaron 200 μL de la solución de BCA. La placa se incubó durante 30 minutos a 
37 °C. Se midió la absorbancia a 595 en un lector de placa (Bio-Rad Model 680 
Microplate Reader S/N 20228, Bio-Rad iMark Microplate Reader S/N 17270). 
2.    Modelos experimentales in vivo de sobrecarga de hierro y cobre  
Las ratas macho Sprague-Dawley (220 ± 10 g) fueron obtenidas del Bioterio 
Central de la Facultad de Farmacia y Bioquímica de la Universidad de Buenos 
Aires. Los animales fueron aclimatados en el laboratorio, provistos de una dieta 
estándar y agua ad libitum y alojados en un ambiente controlado de temperatura 
(23-25 °C) y humedad (50%) con ciclos alternados cada 12 horas de luz-
oscuridad. Los animales fueron alojados en jaulas de polipropileno de 43 x 27 x 
15 centímetros, en grupos de 3 a 4 animales por jaula. Se hicieron todos los 
esfuerzos para minimizar el sufrimiento de los animales y reducir el número de 
ejemplares utilizados. Los animales fueron manipulados en cumplimiento de las 
regulaciones bioéticas nacionales (ANMAT) e internacionales (Guidelines for 
Ethical Treatment in Animal Experimentation of the American Physiological 
Society, BetheSEMa, MD, USA) y del Comité Institucional de Cuidado y Uso de 
Animales de Experimentación (CICUAL) de la Facultad de Farmacia y Bioquímica, 
UBA. 
2.1.    Modelo experimental de sobrecarga aguda de hierro y cobre 
Para estos experimentos, los animales recibieron una única inyección 
intraperitoneal (ip) de una solución acuosa de cloruro ferroso (FeCl2, dosis 
crecientes de 0,3 a 60 mg Fe(II) . kg-1) o sulfato cúprico (CuSO4, dosis crecientes 
de 0,5 a 30 mg Cu(II) . kg-1). A los animales control se les inyectó un volumen 
igual de solución fisiológica (NaCl 0,9%). Para el estudio dosis-respuesta, los 
animales que recibieron diferentes dosis de los metales o solución fisiológica, 
fueron sacrificados a las 16 horas. Por otra parte, para estudiar el curso temporal 
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de la sobrecarga del metal, un grupo de animales que recibió una única dosis de 
30 mg Fe(II) . kg-1 o 5 mg Cu(II) . kg-1, fue sacrificado a las 2, 4, 6, 16, 24 y 48 
horas post-inyección.  
Para el sacrificio, los animales fueron anestesiados con uretano 15% p/v (1,5 g 
. kg-1) (ip). Mientras se encontraban anestesiados, se determinó la 
quimioluminiscencia in situ de hígado y cerebro. Luego, los animales fueron 
sacrificados y se les extrajo el hígado y el cerebro. 
2.2.    Modelo experimental de sobrecarga crónica de hierro y cobre  
Para estos experimentos se utilizaron ratas macho Sprague-Dawley de 
aproximadamente 70-100 g de peso al inicio del tratamiento. Los animales fueron 
tratados con soluciones de los metales en el agua de bebida en una 
concentración de 1,0 g Fe(II). L-1 (0,1% Fe(II)) o 0,5 g Cu(II) . L-1 (0,05% Cu(II)). 
Los controles recibieron agua corriente. Fueron sacrificados a los 2, 4, 7, 14, 21, 
35 y 42 días posteriores al inicio del tratamiento. 
2.3.    Modelo experimental para el estudio del efecto del α-tocoferol en la 
sobrecarga aguda y crónica de cobre 
 a. Toxicidad aguda del Cu: para evaluar el efecto protector del α-
tocoferol, frente al daño oxidativo generado por la sobrecarga aguda de Cu, los 
animales recibieron una dosis intraperitoneal (ip) de Cu(II) (5  mg .  kg-1) 
posteriormente al tratamiento durante 5 días con α-tocoferol incorporado al 
alimento de manera tal de obtener una dosis de 100 mg . dia-1 (5 g . kg-1 de 
alimento) (Navarro y col, 2011) (Fig. 7). En el mismo experimento se incluyeron un 
grupo control (NaCl 0,9%, ip), un grupo tratado únicamente con el metal (5 mg . 
kg-1) y un grupo tratado solamente con α-tocoferol (100 mg . dia-1). Los animales 
fueron sacrificados a las 16 horas del tratamiento con el Cu(II). 
 b. Toxicidad crónica del Cu: para evaluar el efecto protector del α-
tocoferol, los animales tratados con Cu(II) 0,05% en el agua de bebida, fueron 
tratados también con el antioxidante durante todo el tratamiento y desde 5 días 
antes del inicio del tratamiento con Cu(II). Aquí, el α-tocoferol fue incorporado al 
alimento de manera tal de obtener una dosis de 100 mg .dia-1 (5 g . kg-1 de 
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alimento) (Navarro y col, 2011) (Fig. 8). En el mismo experimento se incluyeron un 
grupo control (agua corriente), un grupo tratado únicamente con el metal (0,05% 
Cu(II)) y un grupo tratado solamente con α-tocoferol (100 mg . dia-1). Los animales 
fueron sacrificados a los 14 días de tratamiento con el Cu(II). 
 
Figura 7: Esquema del protocolo para el estudio del efecto protector del α-
tocoferol en la toxicidad aguda de Cu(II). 
 
 
Figura 8: Esquema del protocolo para el estudio del efecto protector del α-
tocoferol en la toxicidad crónica de Cu(II). 
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2.4. Preparaciones celulares y subcelulares obtenidas de hígado y cerebro 
de rata 
2.4.1. Preparación de homogeneizados de tejido 
 Se utilizó el procedimiento de Boveris y col. (1972). Los hígados y cerebros 
fueron extraídos de los animales y suspendidos en solución fisiológica a 0 °C en 
un baño de hielo. Se cortaron en pequeños trozos (2-4 mm de lado) con tijeras y 
se lavaron tres veces con solución fisiológica para eliminar restos de sangre. Así, 
los cortes de tejido fueron suspendidos en buffer fosfato (30 mM en KCl 120 mM, 
pH 7,40) en una relación 9:1 para el hígado y 5:1 para el cerebro. Las muestras 
fueron pesadas en una balanza Ohaus Adventurer (OHAUS Corp, USA) con 
sensibilidad 0,001 g. La suspensión, siempre en un baño de hielo a 0 °C, fue 
homogeneizada en un homogeneizador Potter-Elvehjem y luego centrifugada a 
600 g por 10 min a 0-2 °C (Sorvall RC, 2Ba, rotor SS34). Tras la centrifugación, se 
descartó el pellet conteniendo células enteras, eritrocitos, núcleos y restos de 
tejido; mientras que se conservó el sobrenadante, compuesto por una suspensión 
de organelas intactas. Éste es el homogeneizado.  
 Para determinar el contenido de GSH, se preparó el homogeneizado en 
ácido perclórico (HClO4) 0,5 M en una relación 50:1 con el tejido. La muestra se 
cortó con tijera en pequeños trozos y, siempre mantenida a 0 °C, se homogeneizó 
en el homogeneizador Potter-Elvehjem. Se centrifugó a 600 g por 10 min a 0-2 °C 
(Sorvall RC, 2Ba, rotor SS34). Se recuperó el sobrenadante y se lo guardó a -20 
°C para su uso posterior. 
2.4.2. Preparación de mitocondrias  
 Para el aislamiento de mitocondrias de hígado y cerebro, el órgano se cortó 
y suspendió en una solución de manitol 0,23 M, sacarosa 0,07 M, EDTA 1 mM y 
Tris-HCl 10 mM a pH 7,4 (medio de aislamiento/resuspensión) en una relación de 
5 mL por g de tejido. El tejido fue cortado finamente con tijeras y lavado al menos 
3 veces. La preparación, mantenida siempre a 0 °C en un baño de hielo, se pasó 
por un homogeneizador Potter-Elvehjem y se centrifugó a 600 g (Sorvall RC-5C 
Automatic Superspeed Refrigerated Centrifuge, rotor 09) durante 10 minutos a 2-4 
°C. Se descartó el pellet (núcleo, células enteras y otros tejidos no-celulares) y el 
- 43 - 
 
sobrenadante fue centrifugado nuevamente a 8000 g durante 10 minutos a 2-4 °C. 
Se descartó el sobrenadante y el nuevo pellet (conteniendo mitocondrias intactas 
capaces de hacer fosforilación oxidativa) fue resuspendido en el medio de 
aislamiento/resuspensión (Boveris y col., 1972; Boveris y Chance, 1973; Chance y 
col., 1979). 
2.5. Determinación del contenido de hierro y cobre en los órganos 
El contenido de los metales Fe y Cu en hígado y cerebro se determinó 
utilizando un espectrofotómetro de absorción atómica (Buck, modelo 200 A, East 
Norwalk, Connecticut, USA). Alícuotas de aproximadamente 100 mg del tejido 
fueron incineradas durante 4 horas en una mufla de grafito a 500 ºC y fueron 
digeridas con una solución de HClO4:HNO3 (1:1) hasta la desaparición de vapores 
pardos.  Las condiciones para la determinación de Fe fueron: longitud de onda de 
248,3 nm; apertura de 0,2 nm; corriente de 1,5 mA con una llama de acetileno. 
Las condiciones para la determinación de Cu fueron: longitud de onda de 324,8 
nm; apertura de 0,7 nm, corriente de 1,0 mA con una llama de acetileno. Las 
muestras fueron pesadas en una balanza Shimadzu AY220 con sensibilidad 0,1 
mg (la balanza es controlada diariamente con estándares Shimadzu de 100 g). 
Las micropipetas utilizadas se calibran semanalmente por gravimetría. Los 
análisis de laboratorio y soluciones estándares son acordes a los estándares 
ISO17025. Los límites de detección de la determinación por absorción atómica 
para los metales fueron de 0,03 mg Fe. L-1 y 0,025 mg Cu . L-1 y el coeficiente de 
variación del 2%. La calibración se realizó con soluciones estándar (Merck) de Fe 
y Cu de 0,1 a 3 mg . L-1 (Skoog y col., 2001; Callaghan y col., 2006). Los 
resultados se expresaron en μg de metal por g de órgano (peso húmedo) (ppm). 
2.6. Determinaciones de estrés y daño oxidativo en órgano entero 
Quimioluminiscencia de órgano in situ 
Esta determinación se basa en la medida de la emisión de la transición de 
un electrón desde un estado excitado a un estado basal en las especies 1O2 y 
carbonilos excitados, que se produce durante las reacciones en cadena de la 
peroxidación lipídica. Este procedimiento, así como el contador de fotones 
utilizado para la medida, fueron desarrollados por Boveris y col. (1980). 
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La quimioluminiscencia de órgano in situ es un ensayo indirecto no invasivo 
y no destructivo. Se utiliza para evaluar la peroxidación lipídica in vivo en 
condiciones fisiológicas. Para ello, se requiere una cirugía para exponer el órgano 
directamente a un detector. Para la lectura de la luz emitida se emplea un 
contador de fotones diseñado en Johnson Research Foundation por Boveris y col. 
(1980).   
El contador de fotones está compuesto por los siguientes elementos: a) 
una fuente de voltaje para el fotomultiplicador, b) un tubo fotomultiplicador con un 
sistema refrigerante, c) un amplificador-discriminador, d) un registrador o contador 
de pulsos y e) una cámara para la muestra (el animal anestesiado). 
El fotomultiplicador (EMI 9658) tiene una sensibilidad extendida para el 
rojo. El sistema refrigerante (Fact Mark (II), EMI Gencom. Inc.) mantiene su 
temperatura a 35 °C por debajo de la temperatura ambiente y permite mantener la 
corriente oscura en aproximadamente 20-40 cuentas por segundo (cps). Al final 
del tubo fotomultiplicador, se conecta el amplificador-discriminador (Modelo 1121, 
Princeton Applied Research). La señal de salida se grafica en el amplificador y se 
lee en el contador de pulsos (Hathkit, modelo MI-4100). El animal anestesiado se 
coloca en una cámara negra y termostatizada. Una barra de polimetacrilato (15 
cm de longitud y 5 cm de diámetro) con sus cámaras ópticas pulidas y forrada 
lateralmente con papel aluminio y cinta negra (para evitar el paso de la luz) 
separa la muestra del fototubo. Esta barra provee aislamiento térmico al mismo 
tiempo que conecta la muestra con el fotomultiplicador. Este equipo está formado 
por módulos independientes de manera que puede ser utilizado en dos 
configuraciones diferentes: vertical y horizontal. En la posición vertical, se utiliza 
para muestras sólidas y órganos in situ, mientras que en la posición horizontal se 
utiliza para sistemas líquidos o sólidos. En la posición vertical, la cámara de la 
muestra es una caja de madera (22 cm x 15 cm x 50 cm) pintada de negro con 
una trampa de luz en la tapa. 
La emisión de fotones es proporcional al contenido de la especie excitada 
1O2, que es un indicador de daño oxidativo, de acuerdo a la etapa final de la 
reacción en cadena de la peroxidación lipídica. Los resultados se expresan en 
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cuentas por segundo (cps; 1 cps corresponde a 103 fotones por segundo) por cm2 
de superficie expuesta (hígado o cerebro). 
2.7. Determinaciones de estrés y daño oxidativo en homogeneizados de 
hígado y cerebro 
 2.7.1. Daño oxidativo a fosfolípidos 
Esta determinación se realizó a través de la medida de las sustancias 
reactivas al ácido tiobarbitúrico (TBARS) (Ohkawa y col., 1976; Fraga y col., 
1988). En primer lugar, se agregó 0,1 mL de butil-hidroxitolueno (BHT) al 4% en 
etanol a 1 mL del homogeneizado preparado como se describió previamente. A 
continuación, se agregó 1 mL de ácido tricloroacético (TCA) para precipitar las 
proteínas y se centrifugó durante 10 minutos a velocidad media (centrífuga de 
mesada Rolco). Se recuperó el sobrenadante y se le agregó 1 mL de ácido 
tiobarbitúrico 0,7% P/V en un tubo nuevo. La mezcla fue calentada a 100 °C (baño 
termostático Vicking Modelo Dubnoff) durante 60 minutos y se midió la 
absorbancia de la solución rosada a 535 nm (ε= 156 mM-1 . cm-1) en un 
espectrofotómetro (Hitachi, Modelo U-2000). Los resultados se expresaron como 
nmol de TBARS por g de órgano. 
 2.7.2. Daño oxidativo a proteínas 
La oxidación de proteínas fue determinada por la absorbancia a 360 nm del 
producto de conjugación de la 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) y los grupos 
carbonilo de las proteínas presentes en los homogeneizados de hígado y cerebro 
(Reznicky col., 1994). Se agregaron 2 mL de DNPH 2 mg .mL-1 (preparado en HCl 
2,5 M) a 1 mL de homogeneizado y se incubó la mezcla en la oscuridad y a 
temperatura ambiente durante 1 hora, agitando cada 15 minutos. Pasado el 
tiempo de incubación, se agregaron 2,5 mL de TCA 20% a cada tubo y se incubó 
durante 10 minutos a 0 °C en un baño de hielo. Luego, se centrifugaron los tubos 
en una centrífuga de mesada (Rolco) durante 5 minutos y se descartó el 
sobrenadante. Se resuspendió el pellet en TCA 10% y se centrifugó nuevamente, 
esta vez durante 3 minutos. El pellet de esta centrifugación se lavó de 3 a 5 veces 
en una mezcla 1:1 de etanol y acetato de etilo. Finalmente, el pellet se disolvió en 
2 mL de una solución de guanidina 6 M preparada en HCl 2,5 M. Luego de 10 
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minutos de incubación a 37 °C, se midió la absorbancia de la disolución en un 
espectrofotómetro (Hitachi, Modelo U-2000) a 360 nm. 
2.8. Determinación de antioxidantes no enzimáticos en homogeneizados de 
hígado y cerebro 
2.8.1. Glutatión (GSH), glutatión oxidado (GSSG) e índice GSH/GSSG 
Esta determinación se basa en la reacción descripta para compuestos no 
proteícos con grupos tioles (-SH) con el ácido (5,5’-ditio-bis)-2-nitrobenzoico 
(DTNB) para formar el producto 5-tionitrobenzoato (TNB) que puede ser 
determinado espectrofotométricamente (Tiezte, 1969). Los homogeneizados 
preparados en ácido perclórico 0,5 M fueron neutralizados con K3PO4 2 M. El 
medio de reacción consistió en buffer fosfato 100 mM (pH 7,20). El GSH de la 
muestra (30 μL en 1 mL) fue determinado por su reacción con DTNB para formar 
TNB (ε412 = 13,5 mM
−1 . cm−1) de color amarillo que se determina 
espectrofotométricamente (Hitachi, Modelo U-2000) a 412 nm. Este resultado se 
expresa en como μmol. g-1 de órgano o mM. 
El GSSG fue calculado por la diferencia entre el GSH determinado como 
fue descripto en el párrafo anterior y el glutatión total (GSH + GSSG) que se 
obtiene midiendo la absorbancia a 412 nm durante 1 minuto del producto de la 
reacción con DTNB cuando se reduce el GSSG de la muestra con NADPH 0,2 
mM y 0,2 U . mL-1 de glutatión reductasa. Para la calibración, se utilizaron 50 μL 
de GSSG 10 μM preparado en el día a partir de una solución stock 1 mM. Los 
resultados obtenidos corresponden a equivalentes de GSH (GSH + 2 GSSG) 
(Akerboom y Sies., 1981). 
Con estos resultados, se calculó el índice GSH/GSSG que es un indicador 
sensible del estado redox celular. 
2.8.2. Contenido total de antioxidantes hidrosolubles (TRAP) 
Esta determinación se basa en el uso de la reacción del 2,2-azobis(2-
amidinopropano) (ABAP) para determinar el contenido de antioxidantes presentes 
en un homogeneizado de tejido, incluyendo GSH, ácido ascórbico, ácido úrico y 
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otros antioxidantes hidrosolubles (Lissi y col., 1992; Evelson y col., 2001; Repetto, 
2008). El medio de reacción para determinar el contenido total de antioxidantes 
hidrofílicos en los homogeneizados de hígado y cerebro consistió en ABAP 20 
mM, luminol (5-amino-2,3-dehidro-1,4-ftalazinediona) 40 μM y buffer fosfato 100 
mM (pH 7,40). El ABAP genera radicales peroxilo por descomposición térmica 
espontánea, que actúa como sustractor de hidrógenos del luminol, que forma a su 
vez un radical. Los radicales de luminol reaccionan con O2 o H2O2 para formar 
radicales peroxilo de luminol que se descomponen acompañados de la emisión de 
fotones (quimioluminiscencia). La medida se realizó en un contador de centelleo 
líquido (Packard Tri-carb, modelo 3355) con el circuito de coincidencia 
desconectado. El ensayo se realizó con 10 μL de muestra, que previene la 
emisión de luz por un periodo de tiempo proporcional a la cantidad de 
antioxidantes en la muestra. Se determinó el tiempo de inducción (ti), que es el 
tiempo hasta el cual la quimioluminiscencia se mantiene en valores bajos debido 
al efecto de los antioxidantes de la muestra y se comparó con una curva de 
calibración de ti en función de la concentración de un antioxidante estándar. El 
antioxidante de referencia utilizado para esto fue el análogo hidrosoluble de la 
vitamina, trolox (ácido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil-croman-2-carboxílico). Los 
resultados se expresaron como μmol trolox . g-1 de órgano o μM de trolox. 
2.8.3. Contenido de antioxidantes liposolubles 
 La quimioluminiscencia (QL) iniciada por hidroperóxido de tert-butilo (t-
BOOH) en homogeneizados de tejido permite conocer el contenido de 
antioxidantes liposolubles totales. Los valores de QL producidos guardan una 
relación inversa con los niveles de antioxidantes liposolubles no enzimáticos (α-
tocoferol y carotenos). Se basa en la generación de una situación de estrés 
oxidativo a nivel de los fosfolípidos de membrana en la muestra por el agregado 
de t-BOOH, un hidroperóxido orgánico sintético. 
 La QL iniciada por t-BOOH fue medida en un contador de centelleo líquido 
(Packard Tri-carb, modelo 3355) con el circuito de coincidencia desconectado y a 
30 °C. El medio de reacción consistió en buffer fosfato 30 mM en KCl 120 mM (pH 
7,40), 3 mM de t-BOOH y una cantidad de muestra (homogeneizado de hígado o 
cerebro) equivalente a 0,1-0,2 mg de proteína por mL. La emisión máxima se 
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alcanzó después de 15-20 min; se calcula la diferencia entre la QL basal y la QL 
máxima. Los resultados obtenidos en cpm por g de órgano fueron expresados 
como contenido de α-tocoferol, considerando que 0,2 μM produce el 50% de 
inhibición de la QL (González Flecha y col., 1991; Repetto, 2008). 
 En el caso de las muestras de cerebro, la quimioluminiscencia en los 
homogeneizados fue medida en el contador de centelleo líquido, de la misma 
manera que para el fenómeno iniciado por t-BOOH ya descripto, pero no se 
recurrió al agregado de este iniciador del proceso oxidativo, ya que, en el 
homogeneizado de cerebro, la QL debida a la peroxidación fosfolipídica es un 
evento espontáneo. 
2.9. Determinación de antioxidantes enzimáticos en homogeneizados de 
hígado y cerebro 
2.9.1. Actividad de superóxido dismutasa (SOD) 
La actividad de la enzima SOD se determinó por la inhibición de la 
formación autocatalítica de adenocromo en solución alcalina, seguida 
espectrofotométricamente a 480 nm (Misra y Fridovich, 1972). 
El medio de reacción consistió en una solución amortiguadora de glicina 50 
mM (pH 10,2) y epinefrina 1 mM preparada en HCl (pH 2,0). La absorbancia a 480 
nm (ε480 = 4 mM
-1 . cm-1) se registró durante 1 minuto antes y después del 
agregado de la muestra (homogeneizado) en un espectrofotómetro (Hitachi, 
modelo U-2000) con al menos dos concentraciones de muestra diferentes. 
La actividad de la enzima se expresó como unidades de SOD, donde  1 
unidad de SOD representa la cantidad de enzima necesaria para producir una 
inhibición del 50% en la oxidación de la epinefrina: 1 unidad SOD = 0,15 μg . mL-1 
= 4 nM SOD. Los resultados se expresaron con unidades de SOD por g de tejido. 
2.9.2. Actividad de catalasa 
 La actividad de la enzima catalasa se determinó por la disminución de la 
absorción del H2O2 a 240 nm (Aebi, 1984). La velocidad de descomposición de 
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H2O2 es directamente proporcional a la actividad de la enzima y responde a una 
cinética de pseudo primer orden respecto al H2O2. 
 El medio de reacción consistió en un buffer fosfato 50 mM (pH 7,2) y H2O2 
10 mM en un volumen final de 3 mL. Los homogeneizados fueron tratados 
previamente con Tritón X-100 al 1% para producir la lisis celular y liberar la 
enzima de los peroxisomas. Tras el agregado de la muestra a la cubeta 
conteniendo el medio de reacción, se midió la absorbancia a 240 nm durante un 
minuto en un espectrofotómetro UV-visible con la lámpara UV encendida (Hitachi, 
modelo U-2000). 
2.9.3. Actividad de glutatión peroxidasa 
La actividad de la enzima glutatión peroxidasa fue determinada mediante el 
seguimiento de la reacción de reducción del glutatión oxidado que se acompaña a 
su vez de la oxidación de NADPH que puede ser seguida mediante 
espectrofotometría a 340 nm (Mills, 1957; Wendel, 1981). 
El medio de reacción consistió en un buffer fosfato 100 mM (pH 7,70), 
EDTA 1 mM, GSH 100 mM, azida 40 mM, NADPH 10 mM, t-BOOH 10 mM y 
glutatión reductasa 10 U . mL-1.  Tanto el GSH como el t-BOOH son los sustratos 
de la enzima glutatión peroxidasa mientras que la enzima glutatión reductasa y el 
NADPH participan en la reacción del reciclaje de GSH para asegurar su 
disponibilidad. La azida sódica se utiliza para inhibir la catalasa. La absorbancia a 
340 nm (ε340 = 6,23 mM
-1. cm-1) se midió durante 1 minuto para seguir el consumo 
de NADPH. La actividad de la enzima se expresó como μmol de NADPH por 
minuto por gramo de tejido. 
2.10. Análisis de la expresión de enzimas antioxidantes y factores de 
transcripción por western blot 
 El tejido fue homogeneizado en trietanolamina 10 mM y sacarosa 250 mM 
(pH 7,60) con inhibidores de proteasas (0,2 mM PMSF, p-aminobenzamidina 25 
mg . mL-1, aprotinina 20 mg . mL-1, leupeptina 10 mg . mL-1 y pepstatina 10 mg . 
mL-1). Para obtener las fracciones subcelulares, el citoplasma se obtuvo del 
sobrenadante de la centrifugación a 600 g mientras que la fracción nuclear se 
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obtuvo del pellet de esta centrifugación. Los homogeneizados o fracciones 
subcelulares (0,1 mg de proteínas) fueron sembrados en un gel de poliacrilamida 
12,5% usando un sistema discontinuo y la electrotransferencia fue a una 
membrana de nitrocelulosa (Hybond ECL, Amersham Pharmacia Biotech). Las 
muestras se incubaron durante la noche con los anticuerpos primarios: anti-
SOD1, anti-SOD2, anticatalasa, anti-GPx2, anti-GPx4 y anti-Nrf2 (Sigma-Aldrich); 
para todos ellos la dilución fue 1:1000. Luego se las incubó con un anticuerpo IgG 
de cabra anti-conejo (Jackson InmunoResearch Laboratories, 1:20.000) 
conjugado a peroxidasa. La detección se realizó por quimioluminiscencia 
amplificada (ECL) (Amersham Pharmacia Biotech). Las muestras fueron 
incubadas durante la noche con un anticuerpo monoclonal anti ß-actina 
(AlphaDiagnostic International, 1:2000) y reveladas. La densitometría de bandas 
fue cuantificada por el software ImajeJ 1.45s® (Castro Parodi y col., 2011). Las 
muestras se corrieron por triplicado y los resultados se expresaron como los 
índices SOD1/β-actina, SOD2/β-actina, catalasa/β-actina, GPx2/β-actina, GPx4/β-
actina y Nrf2/β-actina. 
2.11.  Determinaciones en mitocondrias aisladas 
2.11.1. Consumo de oxígeno mitocondrial 
 El consumo de oxígeno mitocondrial depende del estado metabólico y el 
tipo de tejido. En la Tabla 3 se resumen las condiciones generales que afectan la 
velocidad del consumo de oxígeno en mitocondrias intactas.  
Tabla 3: Estados metabólicos de la mitocondria (Chance y Williams, 1956; 
Packer, 1960). 
Estado Oxígeno ADP Sustrato Consumo de O2 Factor limitante 
1 disponible bajo bajo lento ADP 
2 disponible alto muy bajo lento sustrato 
3 disponible alto alto rápido cadena respiratoria 
4 disponible bajo alto lento ADP 
5 no disponible alto alto nulo oxígeno 
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La respiración mitocondrial se mide en los estados 3 y 4 para obtener el 
dato de control respiratorio, que es un índice dado por el cociente entre estos dos 
estados (Fig. 9). El control respiratorio es una función del grado de acople 
mitocondrial y es considerado un indicador sensible de la integridad mitocondrial y 
la calidad de la preparación. 
 
Figura 9: Esquema del registro del consumo de oxígeno en mitocondrias 
aisladas 
 
El consumo de oxígeno se midió polarograficamente por respirometría de 
alta resolución, utilizando un electrodo de oxígeno tipo Clark (Hasantech 
Oxygraph System DW1). Para ello, el equipo debió ser calibrado siguiendo las 
instrucciones del software, con medio de reacción para el consumo de oxígeno en 
agitación para establecer el 100% de oxígeno, dado por la solubilidad del mismo 
(0,22 mM a 25 °C) y el 0% con una solución saturada de ditionito de sodio 
(Na2S2O4). La señal eléctrica es convertida y presentada como nmol O2 . mL
-1 por 
el software. 
El medio de reacción consistió en KCl 120 mM, KH2PO4 5 mM, EGTA 3 
mM, HEPES 3 mM y BSA 1 mg . mL-1, ajustado a pH 7,2 con KOH o HCl 1 M. 
Esta solución se llamó buffer de respiración. 
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 Para la determinación, se agregó el buffer de respiración (volumen final de 
1 mL) en la cámara de reacción del electrodo y se tapó la misma. Los sustratos 
fueron agregados con una jeringa Hamilton. Los sustratos utilizados para el 
consumo de oxígeno fueron malato 5 mM y glutamato 2 mM (concentración final 
en la cámara) como sustratos del complejo I o succinato 10 mM como sustrato del 
complejo II. Por último, se agregó a la cámara la suspensión mitocondrial (50 µL) 
y se registró el consumo de oxígeno en estado 4.  
 La respiración en estado activo (consumo de oxígeno en estado 3) se 
estableció por el agregado de ADP 1 mM. La pendiente correspondiente a 1 
minuto en cada estado (expresada en nmol O2 . min
-1 . mL-1) se utilizó para 
calcular el consumo de oxígeno mitocondrial, el cual finalmente se expresó como 
nat-g O min-1 mg-1. El control respiratorio se calculó como el cociente entre la 
velocidad de consumo de oxígeno en estado 3 y estado 4. Este valor es un 
parámetro de acople entre la respiración y la fosforilación, cuyos valores se 
encuentran generalmente entre 3 y 10, dependiendo del sustrato y la calidad de la 
preparación (Estabrook, 1967). 
2.11.2. Actividad de complejos mitocondriales I-III y II-III 
La actividad de los complejos mitocondriales I-III y II-III en cerebro se 
determinó en una preparación de partículas sub-mitocondriales, obtenida a partir 
de una suspensión de mitocondrias sometida a tres ciclos de congelado y 
descogelado. La determinación se basó en la velocidad de reducción del 
citocromo c3+ a citocromo c2+, que se sigue espectrofotométricamente a 550 nm 
durante un minuto a 30 ºC. El medio de reacción consistió en PBS 100 mM (pH 
7,2) suplementado con NADH 0.2 mM (complejo I) o succinato 5 mM (complejo II), 
citocromo c3+ 25 M y KCN 0,5 mM (Boveris y col., 2006). 
3. Modelo experimental in vitro de sobrecarga de hiero y cobre en 
mitocondrias aisladas de hígado de rata 
Los animales fueron anestesiados con uretano al 15% (1,5 g por kg de 
peso, ip) y se extrajo el hígado, que fue inmediatamente suspendido en una 
solución de sacarosa 250 mM y HEPES 250 mM (medio de 
aislamiento/resuspensión) a 0 °C. Las mitocondrias del hígado fueron aisladas tal 
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como se describe en la sección 2.4.2.  (Boveris y col., 1972; Boveris y Chance, 
1973; Chance y col., 1979). 
3.1. Determinación del consumo de oxígeno mitocondrial 
Para el consumo de oxígeno mitocondrial, se utiliza generalmente el medio 
de reacción conformado por KCl 120 mM, KH2PO4 5 mM, EGTA 3 mM, HEPES 3 
mM y BSA 1 mg . mL-1. En este caso, como se llevaría a cabo la exposición ex 
vivo a metales, se evitó el uso de quelantes en las soluciones, por lo que el medio 
de reacción se preparó sin EGTA. Fue previamente probado que esto no afectaba 
la viabilidad o función de la organela. Esta solución fue ajustada a pH 7,2 con 
KOH o HCl 1 M. Esta solución se llamó buffer de respiración. 
 Para la determinación del consumo de oxígeno mitocondrial se procedió 
según lo indicado en la sección 2.11.1. (Estabrook, 1967). Para la exposición a los 
metales, se agregó a la cámara diferentes volúmenes de soluciones stock de 
Fe(III) 100 mM (FeCl3.6H2O) o Cu(II) 10 mM (CuSO4.5H2O). Las concentraciones 
finales fueron 0,25, 0,5, 0,75, 1, 1,5, 2, 3 y 4 mM en el caso del Fe(III) y 10, 25, 
50, 75, 100 y 200 μM en el caso del Cu(II). Para la suplementación con 
antioxidantes, se agregaron también a partir de soluciones stock y previo al 
agregado de las mitocondrias y comienzo de la medida, los antioxidantes GSH (4 
mM final en la cámara), NAC (4 mM) o BHT (50 μM). 
3.2. Determinación de daño oxidativo a fosfolípidos en mitocondrias 
La peroxidación de fosfolípidos de las mitocondrias se determinó por la 
técnica de TBARS, descripta en la sección 2.7.1. La muestra (mitocondrias 
aisladas de hígado, suspensión que contiene aproximadamente 15 mg de 
proteína por mL) fue incubada previamente a la medida durante 10 minutos, a 
temperatura ambiente con Fe(III) o Cu(II) en el medio de reacción para el 
consumo de oxígeno (en la misma relación de volúmenes que para la 
determinación del consumo de oxígeno) en ausencia o presencia de sustratos (2 
mM glutamato y  5 mM malato), en ausencia o presencia de antioxidantes (GSH, 
NAC y BHT), dependiendo el objetivo del experimento. Al cabo de la incubación, 
las muestras se lavaron dos veces por centrifugación a 8200 g y el pellet 
(mitocondrias) fue finalmente resuspendido en PBS para la determinación de 
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TBARS descripta previamente. En este caso, los resultados se expresaron como 
nmol de TBARS por mg de proteína. 
3.3. Determinación del contenido de tioles totales en mitocondrias 
 Las mitocondrias fueron aisladas como se describió previamente (sección 
2.4.2) pero resuspendidas en PBS conteniendo Tritón-X-100 al 1%. Luego de 15 
minutos de incubación a 0 °C, se centrifugaron a 13600 g y se recuperó el 
sobrenandante conteniendo los grupos tioles proteícos y no proteícos. Se 
procedió a la cuantificación mediante la reacción de estos grupos con el ácido 
5,5’-ditiobis(2-nitrobenzoico (DTNB) para formar 5-tio-2-nitrobenzoato (TNB) que 
puede ser medido espectrofotometricamente a 412 nm (ε= 13,6 mM-1 . cm-1) 
(Ellman, 1959). 
4. Determinación de la concentración de proteínas 
 Para la determinación de proteínas en homogeneizados y mitocondrias 
aisladas se utilizó el ensayo de Lowry, cuyo nombre proviene de Oliver H. Lowry, 
quien desarrolló y presentó el método (Lowry y col., 1951). Esta determinación 
ocurre en dos pasos característicos. En el primero, las proteínas reaccionan con 
sulfato de cobre en medio alcalino en presencia de tartrato durante 10 minutos a 
temperatura ambiente. Durante esta incubación, se forma un complejo de cobre 
tetradentado entre 4 enlaces peptídicos y un átomo de cobre (reacción de Biuret). 
En el segundo, se agrega una solución de ácido fosfomolibdénico-fosfotúngstico. 
Este compuesto, llamado reactivo de fenol-Folin, se reduce produciendo un color 
azul intenso. Se cree que el color es consecuencia de la transferencia de 
electrones desde el complejo tetradentado del cobre hacia el ácido 
fosfomolibdénico-fosfotúngstico. El color azul se intensifica durante los primeros 
30 minutos a temperatura ambiente. Se sugiere que durante esta incubación, hay 
un re-arreglo del complejo azul inicialmente inestable para llegar al complejo azul 
estable final que tiene la máxima absorbancia (Lowry y col., 1951; Legler y col., 
1985). Esta absorción se leyó a 625 nm en un espectrofotómetro (Hitachi, modelo 
U-2000). Se realizó una curva de calibración con albúmina desde 0 a 0,12 mg. 
Las muestras sin diluir o con una dilución ½ fueron utilizadas en un volumen de 5 
μL en un volumen final igual al de la curva de calibración, 3 mL. 
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5. Análisis estadístico 
Los resultados en los textos, figuras y tablas indican el promedio ± error 
estándar de la media (ESM) de 3 o 4 experimentos independientes. Se utilizó el 
software GraphPad Instat3 y se utilizaron el test One-Way ANOVA y los post-test 
de Dunnet, Student-Newman-Keuls y Tukey-Kramer. La significancia se indica por 
el valor p, donde p<0,05 fue considerado significativo, p<0,01 fue considerado 
muy significativo y p<0,001 fue considerado extremadamente significativo. 
6. Reactivos químicos 
Los reactivos químicos utilizados fueron comprados a Sigma-Aldrich 
Chemical Co. (St. Louis, MO), Merck (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania) y 
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1. Toxicidad y estrés oxidativo en células pulmonares expuestas a partículas 
de combustion de biomasa 
 Con el objetivo de evaluar si la toxicidad de las partículas de combustión de 
biomasa está asociada a la muerte celular por apoptosis y al estrés oxidativo, se 
estudió la viabilidad de células del epitelio pulmonar (A549) y macrófagos de 
pulmón (THP-1) y la protección de estos efectos por la acción de moléculas con 
capacidad antioxidante. 
1.1. Células de epitelio pulmonar 
Dado que el epitelio pulmonar es uno de los primeros blancos del material 
particulado (PM) que ingresa al organismo de los animales, se comenzó por 
estudiar la toxicidad de las partículas provenientes de la combustión de madera 
en la línea celular A549.  
1.1.1. Viabilidad en células A549 
Se estudió la viabilidad de las células A549 luego de 24 y 48 h de 
exposición a partículas provenientes de la combustión residuos de madera (“wood 
chips”). A su vez, para esto las partículas se clasificaron según su tamaño en tres 
grupos: finas (PM2.5), gruesas (PM10) y sin clasificar por tamaño (bulk). La 
exposición de las células a las partículas se realizó utilizando diferentes 
concentraciones finales desde 1 hasta 200 µg .mL-1. 
Luego de las 24 horas de incubación (Fig. 10), se observó una ligera 
disminución de la viabilidad celular con las tres fracciones de partículas. La 
concentración 200 µg . mL-1, la más alta entre las ensayadas, produjo una 
disminución de la viabiliadad de aproximadamente el 15% (p<0,05) con las tres 
fracciones. 
Luego de 48 horas de exposición a las mismas partículas (Fig. 11), se 
observó una disminución del 20% (p<0,05) de la viabilidad de las células 
expuestas a partículas PM10, en este caso ligeramente más marcada que a las 
24 h. 
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Figura 10: Viabilidad de células A549 luego de 24 h de exposición a diferentes 
fracciones de partículas de combustión de residuos de madera (wood chips): 
PM2.5, PM10 y bulk. Se utilizó Tritón X-100 0,05% como control positivo (no se 
muestra). (*, p<0,05) 
 
 
Figura 11: Viabilidad de células A549 luego de 48 h de exposición a diferentes 
fracciones de partículas de combustión de residuos de madera (wood chips): 
PM2.5, PM10 y bulk. Se utilizó Tritón X-100 0,05% como control positivo (no se 
muestra). (*, p<0,05) 
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Para ambos tiempos de exposición y para las tres fracciones, la 
disminución de la viabilidad es proporcional a la concentración de partículas en la 
exposición. 
Los efectos en la viabilidad de las células A549 expuestas a las partículas 
de la combustión de biomasa se estudió también utilizando partículas de la 
combustión de otra fuente: madera de haya, que es, junto con los chips o pellets 
de madera, una de las fuentes más utilizadas para producir calor a partir de la 
combustión de la madera. Las partículas de la combustión de madera de haya, se 
clasificaron en tres fracciones de acuerdo a su diámetro (tamaño): BP2, partículas 
ultrafinas con un diámetro de 0.1-1 μm; BP3, partículas finas, 1-2.5 μm y BP4, de 
diámetro ≥ 2.5 μm.  
Se observó una disminución de la viabilidad celular en función de la 
concentración de partículas así como también del tiempo de exposición, para las 
fracciones de menor tamaño, BP2 y BP3 (Figs. 12 y 13). Cabe destacar que BP2, 
la fracción con partículas de menor tamaño, exhibió una mayor capacidad de 
disminuir la viabilidad celular de esta línea en comparación con la fracción BP3, a 
la misma concentración y tiempo de exposición. Con la fracción BP4 no se 
observaron cambios en la viabilidad celular (Fig. 14). Por lo tanto, la toxicidad de 
las partículas provenientes de la combustión de madera de haya es dependiente 
del tamaño de partícula.  
Con el objeto de cuantificar las diferencias observadas entre las fracciones, 
se calculó el parámetro cinético t1/2, que es el tiempo requerido para producir la 
mitad del efecto máximo, en este caso de la disminución de la viabilidad celular. 
Así, el t1/2 para las concentraciones de 50, 100 y 200 µg . mL
-1 de BP2 fueron de 
34, 20 y 12 horas respectivamente, mientras que para BP3, fueron 40 y 35 horas 
para las concentraciones de 100 y 200 µg . mL-1 respectivamente. 
1.1.2. Efecto de las partículas de la combustión de residuos de madera 
sobre la apoptosis en células A549 
Con el objeto de conocer más acerca de los mecanismos involucrados en 
la disminución de la viabilidad celular por la exposición a las partículas, se agregó 
el inhibidor de caspasas QVD (25 µM) a las células A549 expuestas durante 24 
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horas a las fracciones PM10 y PM2.5 de las partículas de la combustión de 
residuos de madera (Fig. 15). 
 
Figura 12: Viabilidad de células A549 durante 48 horas de exposición a la 
fracción BP2 de partículas de combustión de madera de haya. Se utilizó Tritón X-
100 0,05% como control positivo. (*, p<0,05; **, p<0,01) 
 
Figura 13: Viabilidad de células A549 durante 48 horas de exposición a la 
fracción BP3 de partículas de combustión de madera de haya. Se utilizó Tritón X-
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Figura 14: Viabilidad de células A549 durante 48 horas de exposición a la 
fracción BP4 de partículas de combustión de madera de haya. Se utilizó Tritón X-





Figura 15: Viabilidad de células A549 luego de 24 horas de exposición a 
diferentes fracciones de partículas de la combustión de chips de madera: gruesas 
o PM10 (derecha) y finas o PM2.5 (izquierda).  Las células fueron tratadas con 
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La viabilidad de las células A549 disminuyó un 15% (p<0,05) por 
exposición a las partículas PM10 (200 µg . mL-1) y de 25 a 30% (p<0,05) con las 
partículas PM2.5 (100 y 200 µg . mL-1 respectivamente). El tratamiento de las 
células con QVD no produjo cambios significativos en la viabilidad de las células 
expuestas a las partículas. Por lo tanto, no se pudo evidenciar que el mecanismo 
de la muerte celular esté mediado por apoptosis en esta línea celular, cuando las 
células se exponen a partículas de la combustión de chips de madera.  
1.1.3. Efecto de las partículas en la activación de p38 MAPK y la viabilidad 
de las células A549  
La proteína p38 MAPK responde a estímulos de estrés. Para estudiar si 
esta vía se encuentra involucrada en la toxicidad del material particulado 
proveniente de la combustión de madera, se agregó LN950 (0,1 µM), un inhibidor 
de esta proteína, a las células A549 que fueron expuestas a las dos fracciones de 
partículas de la combustión de residuos de madera durante 24 horas. No se 
observaron cambios en la viabilidad de las células expuestas a las partículas que 




Figura 16: Viabilidad de células A549 luego de 24 horas de exposición a 
diferentes fracciones de partículas de la combustión de chips de madera: gruesas 
o PM10 (derecha) y finas o PM2.5 (izquierda).  Las células fueron tratadas con 
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Estos resultados indicarían que la activación de p38 no juega ningún rol 
clave en la disminución de la viabilidad por exposición a partículas de la 
combustión de residuos de madera.  
1.1.4. Efecto de compuestos antioxidantes en la viabilidad de células A549 
expuestas a partículas de la combustión de residuos de madera  
Dado que la producción de ROS es uno de los mecanismos propuestos 
para la toxicidad del material particulado, se decidió analizar el efecto de algunas 
moléculas con capacidad antioxidante en la viabilidad de las células A549 
expuestas a las partículas de la combustión de residuos de madera durante 24 
horas. 
El BHA es una molécula cuya actividad antioxidante está asociada a su 
capacidad de atrapar radicales libres. Al tratarse las células A549 con este 
antioxidante no se observaron mejoras en la viabilidad de las células expuestas a 




Figura 17: Viabilidad de células A549 luego de 24 horas de exposición a 
diferentes fracciones de partículas de la combustión de chips de madera: gruesas 
o PM10 (derecha) y finas o PM2.5 (izquierda).  Las células fueron tratadas con 
BHA 100 µM. (*, p<0,05) 
 
La molécula antioxidante NAC es el precursor del GSH. Tampoco se 
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durante 24 horas con 1 mM de este antioxidante. Por su parte, en el caso de las 




Figura 18: Viabilidad de células A549 luego de 24 horas de exposición a 
diferentes fracciones de partículas de la combustión de chips de madera: gruesas 
o PM10 (derecha) y finas o PM2.5 (izquierda).  Las células fueron tratadas con 
NAC 1 mM. (*, p<0,05 comparado al control; ##, p<0,01 comparado al grupo 
tratado con las partículas) 
 
1.2. Macrófagos 
Junto con las células epiteliales pulmonares, los macrófagos residentes 
constituyen la primera línea de defensa en la superficie pulmonar durante la 
toxicidad del material particulado. Por lo tanto, el efecto de las partículas de 
combustión de biomasa fue también caracterizado en la línea celular THP-1, una 
línea de células monocíticas humanas, diferenciada a macrófagos antes de los 
ensayos.  
1.2.1 Viabilidad de las células THP-1 
Cuando las células THP-1 diferenciadas a macrófagos fueron incubadas 
con las fracciones PM10 y PM2.5 de las partículas de la combustión de residuos 
(chips) de madera, se observó una disminución significativa de la viabilidad 
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creciente de la viabilidad celular para las dosis de 100 y 200 µg . mL-1 de PM10 y 
50, 100 y 200 µg . mL-1 de PM10 (Figs. 19 y 20). 
 
Figura 19: Viabilidad de células THP-1 diferenciadas a macrófagos incubadas 
durante 72 h con la fracción PM10 de partículas de la combustión de residuos de 
madera. Se utilizó Tritón X-100 0,05% como control positivo. (*, p<0,05; **, 
p<0,01) 
 
Figura 20: Viabilidad de células THP-1 diferenciadas a macrófagos incubadas 
durante 72 h con la fracción PM2.5 de partículas de la combustión de residuos de 
madera. Se utilizó Tritón X-100 0,05% como control positivo. (*, p<0,05; **, 
p<0,01) 
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 En el caso de las partículas de menor tamaño, se requieren mayores 
concentraciones de la suspensión y menores tiempos de exposición para lograr el 
mismo efecto que las partículas de mayor tamaño. 
 Los valores de t1/2 para la fracción PM10 fueron de 12 y 10 horas con las 
concentraciones de 100 y 200 µg . mL-1 respectivamente. En cuanto a la fracción 
PM2.5, fueron de 40 y 10 h respectivamente, para esas concentraciones. 
1.2.2. Efecto de las partículas de combustión de residuos de madera sobre 
la apoptosis en las células THP-1  
El inhibidor de caspasas QVD (25 µM) fue incapaz de prevenir la 
disminución de la viabilidad en las células THP-1 expuestas durante 24 horas a 





Figura 21: Viabilidad de células THP-1 luego de 24 horas de exposición a 
diferentes fracciones de partículas de la combustión de chips de madera: gruesas 
o PM10 (derecha) y finas o PM2.5 (izquierda).  Las células fueron tratadas con 
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1.2.3. Efecto de las partículas en la activación de p38 MAPK y la viabilidad 
de las células THP-1  
No se observaron mejoras en la viabilidad celular cuando se agregó 
LNP950, el inhibidor de p38 MAPK, a las células THP-1 expuestas a las 





Figura 22: Viabilidad de células THP-1 luego de 24 horas de exposición a 
diferentes fracciones de partículas de la combustión de chips de madera: gruesas 
o PM10 (derecha) y finas o PM2.5 (izquierda).  Las células fueron tratadas con 
LN950 0,1 µM. (***, p<0,001) 
 
1.2.4. Oxidación de DCFH en células THP-1 expuestas a partículas de la 
combustión de residuos de madera 
La producción de ROS en las células THP-1 expuestas a partículas de la 
combustión de residuos de madera se determinó mediante la oxidación de la 
DCFH luego de 12 y 24 h de exposición a las partículas. No se observaron 
cambios significativos luego de las 12 horas (no se muestran los resultados). Sin 
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dependiente al aumento de la producción de ROS, la cual es más evidente y 
estadísticamente significativa para la fracción PM10 (Fig. 23). 
 
Figura 23: Producción de ROS en células THP-1 cells expuestas a  a diferentes 
fracciones de partículas de la combustión de chips de madera: gruesas o PM10 
(derecha) y finas o PM2.5 (izquierda) durante 24 horas. SiO2 se usó como control 
positivo. (*, p<0,05, **, p˂0.01) 
 
1.2.5. Efecto de BHA en la viabilidad de células THP-1 expuestas a partículas 
de la combustión de residuos de madera  
Se estudió el efecto protector de la molécula antioxidante BHA en las 
células THP-1 expuestas a las partículas de combustión de biomasa (Fig. 24). 
Una ligera mejora de la viabilidad celular se observó cuando se incubaron las 
células con la concentración 100 µg . mL-1 de ambas partículas, especialmente en 
la fracción PM10, donde este cambio fue estadísticamente significativo y con las 
partículas PM2.5 se observó una tendencia hacia una mejora de la viabilidad 



















































































Figura 24: Viabilidad de células THP-1 luego de 24 horas de exposición a 
diferentes fracciones de partículas de la combustión de chips de madera: gruesas 
o PM10 (derecha) y finas o PM2.5 (izquierda).  Las células fueron tratadas con 
BHA 100 µM. (***, p˂0,001 comparado al control; #, p˂0,05 comparado al tratado 
con partículas únicamente) 
 
1.3. Discusión 
Las partículas producidas por la combustión de residuos de madera (chip 
woods o pellets) condujeron a una disminución de la viabilidad celular 
dependiente de la concentración y del tiempo de exposición. Sin embargo, al 
estudiar los efectos de estas partículas sobre la viabilidad celular, se observaron 
efectos más pronunciados en la disminución de la viabilidad en la línea celular de 
monocitos diferenciados a macrófagos, THP-1, en comparación con las células de 
epitelio pulmonar A549 expuestas a las mismas partículas en las mismas 
condiciones experimentales. Este resultado es consistente con el hecho de que 
las células epiteliales son típicamente menos sensibles a las sustancias tóxicas. 
Por su parte, las células THP-1 diferenciadas en macrófagos tienen una 
capacidad metabólica limitada; de hecho, esto es así para los monocitos en 
general, en comparación con las células epiteliales.  
Otro punto a considerar al analizar los resultados de viabilidad celular, son 
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su naturaleza, es un estudio dirigido al estado metabólico celular: es típicamente 
utilizado para cuantificar la viabilidad celular pero también puede indicar una 
disminución del metabolismo o una disminución o falta de proliferación celular. 
Esta misma diferencia en la magnitud del efecto del material particulado sobre la 
viabilidad celular en células THP-1 comparadas con A549 fue también observado 
por Corsini y col. (2013). 
En el estudio de la toxicidad del material particulado por combustión de 
biomasa, en este trabajo se utilizaron principalmente partículas provenientes de la 
combustión de pequeños trocitos de madera residual conocidos como chips o 
pellets, cuya composición fue presentada en la Tabla 2. Estas partículas se 
clasificaron y agruparon de acuerdo a su tamaño en diferentes fracciones: finas 
(PM2.5), gruesas (PM10) y sin clasificar (bulk). En la toxicidad generada por 
material particulado, el tamaño de la partícula es crítico para su capacidad de 
alcanzar el alveolo, así como para su depósito y tiempo de permanencia en las 
vías aéreas, como se ha discutido previamente en la Introducción de esta tesis. 
Sin embargo, estos factores relacionados al organismo, están ausentes cuando 
se trabaja con cultivos celulares. Por lo tanto, las únicas diferencias que pueden 
traer los diferentes tamaños de partículas son: 1) la superficie, las partículas más 
pequeñas presentan mayor superficie de exposición (y por lo mismo, mayor 
toxicidad) y 2) composición, ya que se sabe y se pudo observar para las 
partículas provenientes de la combustión de chips de madera (Tabla 2) que a 
pesar de que el material de origen para la combustión es el mismo, existen 
diferencias en la composición de las diferentes fracciones. Considerando el efecto 
de la superficie, era de esperar una mayor disminución de la viabilidad cuando las 
células fueran expuestas a la fracción PM2.5, sin embargo los cambios 
observados no fueron significativamente diferentes de los producidos por PM10. 
Esta ausencia de diferencia entre las fracciones, se observó con ambas líneas 
celulares. Un estudio de Bølling y col. (2012)  sobre los efectos biológicos de 
partículas del humo de la combustión de madera en células A549 tampoco 
encontró diferencias entre los efectos de las fracciones PM2.5 y PM10 de las 
partículas utilizadas. 
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La producción de ROS, estimada por la oxidación de la DCFH (Fig. 23) fue 
mayor para la fracción PM10 (40% de aumento para PM10 en comparación con 
un aumento del 30% y no significativo estadísticamente para PM2.5). Por lo 
general y como ya se ha mencionado, la mayor toxicidad de PM2.5 in vitro se 
explica por su mayor área total, capaz de llevar mayor cantidad de radicales 
adsorbidos, lo cual no coincide con los resultados obtenidos para la oxidación de 
la DCFH. Sin embargo, el resultado obtenido encuentra explicación en el hecho 
de la fracción PM10 posee en su composición casi el doble de contenido de hierro 
que la fracción PM2.5 (Tabla 2) y, como también se ha mencionado, este metal es 
capaz de producir el radical HO mediante la reacción de Fenton. Sin embargo, la 
cantidad de este metal en las partículas no pareciera ser significativa a la hora de 
calcular su contenido total en el medio de cultivo: el contenido promedio de 
hematita (Fe2O3), 0,44% (Tabla 2), incluso a la máxima concentración de 
partículas de 100 μg . mL-1, equivale a una concentración de Fe(III) de alrededor 
de 1,2 μM. Por otra parte, PM10 también tiene un mayor contenido de material 
orgánico, y dentro de éste grupo se encuentran los hidrocarburos poliaromáticos 
(PAH), que son también una fuente de ROS. Existen reportes que relacionan el 
contenido de material orgánico con los niveles de producción de ROS (Miljevic y 
col., 2010). La producción de ROS observada es leve y se observó solamente 
para la concentración más alta de la suspensión de partículas utilizada en los 
ensayos. La capacidad de las partículas de inducir la producción de ROS en las 
células estudiadas puede verse afectada por la eficiencia de la combustión, la 
cual depende a su vez de la temperatura de la combustión del material (Bølling y 
col., 2012). También se ha reportado que cuando la combustión de la madera 
tiene lugar más tarde en el día, produce partículas con mayor contenido de PAH 
(Corsini y col., 2013).  
Es sabido que el tamaño de las particulas no es el único factor 
determinante en la toxicidad del material particulado, sino que también la 
composición juega un papel clave. Y aun cuando hablamos del material 
particulado proveniente de la combustión de madera, pueden existir diferencias 
importantes entre las partículas producidas a partir de la combustión de biomasa 
de diferente naturaleza. Es por ello que durante este trabajo de tesis, se 
analizaron también los efectos biológicos de las partículas provenientes de otra 
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fuente de biomasa para combustión, como es la madera de haya. En este caso 
también, para analizar los efectos de estas partículas sobre la viabilidad celular, 
las mismas se utilizaron teniendo en cuenta la clasificación en tres grupos de 
acuerdo al tamaño de partícula. 
En cuanto a los resultados obtenidos respecto a la relación entre la 
viabilidad celular y el tamaño de las partículas de combustión de biomasa, no sólo 
se observó una disminución de la viabilidad dosis y tiempo dependiente para las 
fracciones de partículas de menor tamaño (BP2 y BP3), sino que también se 
encontró que la fracción BP2, la de menor tamaño de partícula, produce una 
disminución de la viabilidad de las células del epitelio pulmonar mayor que la 
fracción BP3 cuando se expone a igual concentración y durante el mismo tiempo. 
Este resultado evidenció que la toxicidad de las partículas de combustión de 
madera de haya es dependiente del tamaño de partícula. Aquí, el mayor efecto de 
la fracción con menor tamaño de partícula (BP2) no sólo se puede observar en las 
curvas de viabilidad (Figs. 12, 13 y 14) sino que también se calcularon los tiempos 
para producir la mitad del efecto máximo (t1/2) en aquellas situaciones donde se 
observaban disminuciones significativas de la viabilidad. Esta aproximación 
cuantitativa mostró que cuanto menor es el tamaño de partícula en una 
determinada fracción, menor fue el t1/2 a igual concentración. Incluso al comparar 
los valores de t1/2 para diferentes concentraciones de partículas, pero dentro de 
una misma fracción, se puede ver que la caída en la viabilidad celular es más 
rápida en relación al aumento de la concentración para BP2 que para BP3. Este 
análisis cinético resulta útil para comparar la toxicidad de diferentes agentes, o 
como en este caso, diferentes fracciones de un agente tóxico. 
El agregado del inhibidor de caspasas QVD no produjo diferencias 
significativas en la viabilidad celular en las células A549 así como tampoco en las 
THP-1. En la primera línea celular, este resultado no es concluyente ya que 
tampoco se observaron descensos significativos en la viabilidad con las partículas 
solamente (Fig. 15). Esto no resulta llamativo, ya que cuando se analizó en primer 
lugar la viabilidad celular con las diferentes concentraciones de partículas y 
tiempos de exposición (Figs. 10 y 11), la disminución en la viabilidad era leve y, a 
pesar de evidenciarse la tendencia, resulta poco significativa. Las diferencias 
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obtenidas en la viabilidad celular incluso cuando el experimento se realiza por 
triplicado y cada ensayo de manera independiente, puede ser explicado por la 
complejidad y heterogeneidad que implica el trabajar con suspensiones de 
material particulado. Sin embargo, en las células THP-1 la disminución de la 
viabilidad a un 60% se pudo observar claramente con ambas fracciones de 
partículas de combustión de residuos de madera y esta disminución se vio 
inalterada por el agregado de QVD (Fig. 21). Entonces, la apoptosis dependiente 
de caspasas no estaría jugando un rol en la disminución de la viabilidad celular 
por estas partículas, aunque deberían realizarse más experimentos para 
confirmar esta observación. 
El inhibidor de p38 MAPK no produjo ninguna mejora en la viabilidad 
celular de ninguna de las líneas celulares estudiadas. Si bien este resultado no 
indica que p38 MAPK esté inactiva en este modelo, estaría mostrando que no 
presenta un rol decisivo en la muerte celular. En el trabajo de Corsini y col. 
(2013), al bloquear esta proteína de respuesta al estrés, se observó una 
disminución en la liberación de IL-8. Es probable que los efectos de las partículas 
de la combustión de madera en la viabilidad celular sean el resultado de una 
combinación compleja de eventos, ya que un único inhibidor es incapaz de 
bloquear el efecto y tal vez sea necesario estudiar no sólo las vías de señalización 
aisladas sino también posibles sinergismos. 
El BHA tendió a producir una ligera mejora de la viabilidad celular en las 
células THP-1 pero no en las A549. Es importante mencionar que el BHA fue 
reportado como tóxico en las células pulmonares (Omaye y col., 1977) y 
particularmente de manera dependiente de la dosis y el tiempo para las células 
A549 (Vandghanooni y col., 2013); lo que podría explicar la falta de efectos 
positivos de este antioxidante en la viabilidad de estas células. De hecho, se 
encontró que el BHA tiene efectos carcinogénicos en animales (Ito y col., 1986; 
National Toxicology Program, 2011). La mejora de la viabilidad celular por BHA en 
las células THP-1 es consistente con los resultados de la oxidación de la DCFH, 
señalando una vez más la importancia de la producción de ROS en la toxicidad 
por material particulado. 
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Como comentario final, quisiera señalar que la toxicidad por material 
particulado de origen natural es un modelo muy complejo; implica una respuesta 
inflamatoria, que tiene efectos a nivel sistémico en animales, así como también la 
estimulación de diferentes tipos celulares y su interacción. Esto podría jugar un 
papel clave en los efectos tóxicos a largo plazo de las partículas originadas en la 
combustión de biomasa. Entonces, si bien pueden otorgar información valiosa, los 
modelos celulares in vitro no resultan concluyentes a la hora de caracterizar la 
toxicidad de este material en animales y, con respecto a este trabajo en particular, 
los cambios leves observados en los parámetros estudiados pueden atribuirse 
entonces a estas limitaciones del modelo experimental. 
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2. Daño oxidativo y respuesta antioxidante inducidos por sobrecarga aguda 
de hierro y cobre en ratas 
2.1. Daño oxidativo y respuesta antioxidante en hígado de rata por la 
sobrecarga aguda de hierro y cobre 
2.1.1. Acumulación de los metales en el hígado de rata en función de la 
dosis y el tiempo 
 Luego de la administración de diferentes dosis de los metales hierro (Fe) y 
cobre (Cu), se encontró que a las 16 horas de tratamiento el contenido de metal 
en el hígado (expresado en μg . g-1 en peso húmedo o ppm) aumentó 1,7 veces 
para el caso del Fe (p<0,05 ) y 18 veces para la sobrecarga de Cu (p<0,05 ), con 
respecto a los valores basales (Control: 107 ± 7 μg Fe . g-1 y 7,3 μg Cu . g-1) (Fig. 
25). Se observó una correlación positiva lineal entre la dosis del metal 
administrada y el contenido del mismo en el órgano, siendo r= 0,93 y 0,95 para Fe 
y Cu, respectivamente (p<0,01). 
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Figura 25: Contenido de Fe (A) y Cu (B) expresado en μg por g de tejido húmedo 
(ppm) en hígado de rata luego de las 16 h de la sobrecarga aguda del metal en 
función de la dosis administrada. (*, p<0,05; **, p<0,01) 
  
 En los animales que recibieron una única dosis de Fe(II) (30 mg . kg-1) o de 
Cu(II) (5 mg . kg-1), se estudió el curso temporal de la acumulación del metal en el 
A B 
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hígado. El tiempo necesario para que se acumule el 50% del contenido máximo 
(t1/2) de metal en el hígado, fue de 4 horas para ambos metales (Fig. 26). 
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Figura 26: Acumulación de Fe () y Cu () expresada en μg por g de tejido 
húmedo (ppm) en hígado de rata a lo largo del tiempo posterior a la sobrecarga 
de 30 mg .kg-1 de Fe(II) o de 5 mg . kg-1 de Cu(II). (*, p<0,05; **, p<0,01) 
 
2.1.2. Quimioluminiscencia in situ de hígado de rata por la sobrecarga aguda 
de hierro y cobre 
 La  quimioluminiscencia in situ de hígado exhibe un aumento dependiente 
de la concentración del metal alcanzada a través de las diferentes dosis 
administradas, con aumentos máximos de 15 veces con respecto a los valores 
basales para el Fe y de 5 veces en el caso del Cu (p<0,05), siendo la 
concentración de metal necesaria para alcanzar la mitad del efecto máximo (C50%) 
de 110  y 42 ppm, para Fe y Cu respectivamente (Fig. 27A). Con aumentos del 
contenido de metal de tan solo un 10% para Fe y 23% para Cu, se observaron 
cambios significativos en este parámetro marcador de estrés oxidativo in situ. En 
el estudio del curso temporal de la sobrecarga aguda de metal, se alcanzó un 
valor de quimioluminiscencia máxima a las 10 horas de la sobrecarga aguda, 
siendo t1/2 4 horas para ambos metales (Fig. 27B). 
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Figura 27: Quimioluminiscencia in situ de hígado por la sobrecarga aguda de 
Fe(II) () y Cu(II) () en función de la concentración del metal luego de 16 h del 
tratamiento (A) y del tiempo luego de la administración de 30 mg . kg-1 de Fe(II) o 
de 5 mg . kg-1 de Cu(II) (B) . (*, p<0,05) 
 
2.1.3. Daño oxidativo a biomoléculas en hígado de rata por la sobrecarga 
aguda de hierro y cobre 
 a. Oxidación de fosfolípidos. La oxidación de fosfolípidos en este modelo 
de intoxicación aguda por Fe y Cu se determinó a través del contenido de los 
productos de oxidación de lípidos, medidos como TBARS, en homogeneizados de 
hígado. Los animales tratados con Fe exhibieron un aumento máximo de 7 veces 
en el contenido de TBARS (C50% = 118 ppm) y 2 veces en el caso del Cu  (C50% = 
45 ppm), correlacionando linealmente con el contenido de metal (r=0,90 para Fe y 
r=0,84 para Cu, p<0,01) (Fig. 28A). 
 Al estudiar el curso temporal de la sobrecarga de los metales, se observó el 
máximo aumento del contenido de TBARS a las 16 horas de administrado el 
tratamiento, siendo el t1/2 igual a 7 y 8 horas para la sobrecarga de Fe(II) y Cu(II), 
respectivamente (Fig. 28B). 
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Figura 28: Oxidación de fosfolípidos por la sobrecarga aguda de Fe(II) () y Cu(II) 
() en función de la concentración del metal luego de 16 h del tratamiento (A) y a 
lo largo del tiempo luego de la administración de 30 mg . kg-1 de Fe(II) o de 5 mg . 
kg-1 de Cu(II) (B) . (*, p<0,05; **, p<0,01) 
Cu (ppm)
































































































Figura 29: Oxidación de proteínas durante la sobrecarga aguda de Fe(II) () y 
Cu(II) () en función de la concentración del metal luego de 16 h del tratamiento 
(A) y a lo largo del tiempo luego de la administración de 30 mg . kg-1 de Fe(II) o de 
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b. Oxidación de proteínas. Por su parte, la oxidación de proteínas fue 
determinada mediante el contenido de carbonilos. Se encontraron aumentos de 
hasta 50 y 15% para Fe y Cu (p<0,05), respectivamente luego de las 16 horas de 
la administración de diferentes concentraciones de los metales, siendo C50% igual 
a 113 ppm para el Fe y 50 ppm para el Cu. Existe una correlación positiva entre la 
oxidación de proteínas y la concentración del metal en el tejido, siendo r igual a 
0,88 y 0,93 para Fe y Cu (p<0,01) (Fig. 29A).  
Cuando los animales recibieron una dosis de 30 mg . kg-1 de Fe(II) o 5 mg . 
kg-1 de Cu(II) y se siguió el curso de la intoxicación a lo largo del tiempo, el 
máximo daño oxidativo a proteínas se alcanzó a las 16 horas, a través de un 
aumento tiempo-dependiente (t1/2 = 4 h para Fe, t1/2 = 5 h para Cu) (Fig. 29B). 
2.1.4. Respuesta antioxidante en hígado de rata por la sobrecarga aguda de 
hierro y cobre 
2.1.4.1. Antioxidantes no enzimáticos 
 Los contenidos de antioxidantes hidrosolubles fueron determinados como 
un pool de antioxidantes endógenos totales a través del ensayo de TRAP (Fig. 30) 
y los antioxidantes liposolubles mediante el ensayo de quimioluminiscencia 
iniciada por t-BOOH (Fig. 31). Ambos grupos de antioxidantes disminuyeron de 
manera dependiente con la concentración de metal y con el tiempo de exposición, 
tanto para la sobrecarga aguda de Fe(II) como de Cu(II). 
 El contenido de antioxidantes hidrofílicos y lipofílicos disminuyó 
significativamente (56 y 33%, p<0,05, respectivamente) luego de las 6 horas de la 
sobrecarga de Fe(II) cuando la concentración de metal en el órgano era de 155 ± 
9 ppm. El t1/2 para estos parámetros fue 4,5 y 7 horas para antioxidantes 
hidrosolubles y liposolubles, respectivamente. Por su parte, la disminución del 
contenido total de antioxidantes hidrofílicos y lipofílicos, estadísticamente 
significativa a partir de las 4 h, fue del 70 y 92% (p<0,05) a las 24 horas de la 
sobrecarga con 5 mg . kg-1 de Cu(II) (ip) y una concentración de metal en el 
hígado de 88 ± 16 ppm (Figs. 30B y 31B). El t1/2 para estos parámetros con Cu fue 
4  y 5,5 horas para antioxidantes hidrosolubles y liposolubles, respectivamente. 











Figura 30: Contenido de antioxidantes hidrosolubles en hígado de rata por la 
sobrecarga aguda de Fe(II) () y Cu(II) () en función de la concentración del 
metal luego de 16 h del tratamiento (A) y a lo largo del tiempo luego de la 










Figura 31: Contenido de antioxidantes liposolubles en hígado de rata por la 
sobrecarga aguda de Fe(II) () y Cu(II) () en función de la concentración del 
metal luego de 16 h del tratamiento (A) y a lo largo del tiempo luego de la 
administración de 30 mg . kg-1 de Fe(II) o de 5 mg . kg-1 de Cu(II) (B) . (*, p<0,05; 
**, p<0,01)  
 
Entre los antioxidantes hidrosolubles, el GSH es el principal a nivel 
intracelular. Se determinó el contenido de GSH reducido y GSH total (GSH + 
GSSG) para calcular la relación GSH/GSSG, que es un indicador sensible del 
estrés oxidativo. Se encontró una importante disminución de este índice para 
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ambos metales, dependiente de la concentración del metal (Fig. 32A) y del tiempo 
de exposición (Fig. 32B), siendo significativa a partir de las 2 horas y alcanzando 
un mínimo a las 16 horas con concentraciones de 100 y 140 ppm de Cu y Fe 








Figura 32: Índice GSH/GSSG en la sobrecarga aguda de Fe(II) () y Cu(II) () en 
función de la concentración del metal luego de 16 h del tratamiento (A) y a lo largo 
del tiempo luego de la administración de 30 mg . kg-1 de Fe(II) o de 5 mg . kg-1 de 
Cu(II) (B).  (*, p<0,05; **, p<0,01) 
 
2.1.4.2. Antioxidantes enzimáticos 
 Al estudiar la actividad de las principales enzimas antioxidantes, se 
encontró que la enzima superóxido dismutasa incrementó su actividad ante la 
sobrecarga aguda tanto de Fe como de Cu, con aumentos máximos del 57 y 127 
% a las 16 horas (p<0,05), respectivamente (t1/2 = 8 h para Fe y 8,5 h para Cu) 
(Fig. 33). 
 Por su parte, la enzima catalasa también exhibió un aumento de la 
actividad ante la sobrecarga de Fe (65%, p<0,05, t1/2 = 8,5) (Fig. 32) mientras que 
con el Cu se observó una disminución de la actividad (26%, p<0,05, t1/2 = 8  h). 
 La enzima glutatión peroxidasa presentó disminución de su actividad ante 
la sobrecarga aguda de Fe(II) y Cu(II), del 39 y 22% respectivamente (p<0,05, t1/2 
= 4,5  h para ambos metales) (Fig. 35). 
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Figura 33: Actividad de la enzima superóxido dismutasa (SOD) en hígado de rata 
por la sobrecarga aguda de Fe(II) () y Cu(II) () en función de la concentración 
del metal luego de 16 h del tratamiento (A) y a lo largo del tiempo luego de la 
administración de 30 mg . kg-1 de Fe(II) o de 5 mg . kg-1 de Cu(II) (B) . (*, p<0,05; 










Figura 34: Actividad de la enzima catalasa en hígado de rata por la sobrecarga 
aguda de Fe(II) () y Cu(II) () en función de la concentración del metal luego de 
16 h del tratamiento (A) y a lo largo del tiempo luego de la administración de 30 





































































































































































Figura 35: Actividad de la enzima glutatión peroxidasa en  hígado de rata por la 
sobrecarga aguda de Fe(II) () y Cu(II) () en función de la concentración del 
metal luego de 16 h del tratamiento (A) y a lo largo del tiempo luego de la 
administración de 30 mg . kg-1 de Fe(II) o de 5 mg . kg-1 de Cu(II) (B) . (*, p<0,05; 
**, p<0,01) 
  
Con el objetivo de conocer el origen de los cambios de la actividad en las 
enzimas antioxidantes observados en esta tesis, se determinó la expresión de las 
mismas por la técnica de western blot. En los inmunoblots (Fig 36), las bandas de 
16 y 25 kDa corresponden a las isoformas Cu,Zn-SOD (SOD1) y Mn-SOD (SOD2) 
de la superóxido dismutasa, la banda de 60 kDa corresponde a catalasa y las 
bandas de 22 y 29 kDa corresponden a las isoformas GPx2 y GPx4 de la glutatión 
peroxidasa. La densitometría fue graficada luego de ser relativizada al control de 
carga (ß-actina). La expresión de SOD1 aumentó 70 y 40% (p<0,05) luego de 6 
horas de la sobrecarga aguda de Fe y Cu, respectivamente. Por su parte, la 
actividad de catalasa aumentó un 30% en la sobrecarga de Fe (p<0,05) mientras 
que disminuyó un 70% en la sobrecarga de Cu (p<0,05), a partir de las 6 horas 
del tratamiento agudo. La isoforma GPx2 de la enzima glutatión peroxidasa no se 
vió afectada en su actividad frente a los metales, aunque GPx4 experimentó un 













































































































 Figura 36: Inmunoblots (A) y abundancia relativa (B) para la expresión de 
las enzimas superóxido dismutasas (isoformas SOD1 y SOD2), catalasa (CAT) y 
glutatión peroxidasa (isoformas GPx2 y GPx4) en la sobrecarga aguda de Fe  y 
Cu luego de 6 h de la administración de 30 mg .kg-1 de Fe(II) o de5 mg . kg-1 de 
Cu(II) (B) . (*, p<0,05) 
 
2.2. Daño oxidativo y respuesta antioxidante en cerebro de rata por la 
sobrecarga aguda de hierro y cobre 
2.2.1. Acumulación de los metales en el cerebro de rata en función de la 
dosis y el tiempo 
 Los efectos tóxicos de la sobrecarga aguda de Fe y Cu se estudiaron en el 
cerebro de las ratas, encontrando una acumulación de estos metales de 35 ± 5 
ppm a 114 ± 3 ppm de Fe y de 3,6 ± 0,8 ppm a 34 ± 2 ppm de Cu. Estas 
concentraciones máximas de metal en el órgano se alcanzaron con las dosis de 5 
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mg . kg-1 de Cu(II) y 30 mg . kg-1 de Fe(II) luego de 16 horas de administrada la 
sobrecarga aguda de los metales (Fig. 37). 
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Figura 37: Contenido de Fe (A) y Cu (B) expresada en μg por g de tejido húmedo 
(ppm) en cerebro de rata luego de las 16 h de la sobrecarga aguda del metal en 
función de la dosis administrada. (*, p<0,05; **, p<0,01)  
 
En los animales que recibieron una única dosis de 30 mg . kg-1 de Fe(II) o 5 
mg . kg-1 de Cu(II), se estudió el curso temporal de la acumulación del metal en el 







Figura 38: Acumulación de Fe () y Cu () expresada en μg por g de cerebro 
húmedo (ppm) a lo largo del tiempo en la sobrecarga aguda del metal por la 
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2.2.2. Quimioluminiscencia in situ de cerebro de rata en la sobrecarga aguda 
de hierro y cobre 
 La quimioluminiscencia in situ de cerebro aumentó hasta 3 y 2 veces luego 
de la sobrecarga de Fe y Cu (p<0,05), respectivamente y de manera dependiente 
de la concentración de metal y del tiempo transcurrido luego de la exposición 










Figura 39: Quimioluminiscencia in situ de cerebro de rata por la sobrecarga 
aguda de Fe(II) () y Cu(II) () en función de la concentración del metal luego de 
16 h del tratamiento (A) y a lo largo del tiempo luego de la administración de 30 
mg . kg-1 de Fe(II) o de 5 mg . kg-1 de Cu(II) (B) . (*, p<0,05; **, p<0,01)  
 
 La quimioluminiscencia de cerebro correlacionó con el contenido de Fe y 
Cu en el órgano (r= 0,91 y 0,97; p<0,01). Los t1/2 fueron de 12 y 20 horas para Fe 
y Cu, respectivamente. 
2.2.3. Daño oxidativo a biomoléculas en cerebro de rata por la sobrecarga 
aguda de hierro y cobre 
 a. Daño oxidativo a fosfolípidos. El daño oxidativo a fosfolípidos en 
cerebro de ratas expuestas a sobrecargas agudas de Fe(II) y Cu(II) fue 
determinado por el contenido de TBARS en el órgano. En ambos casos, se 
encontró un aumento estadísticamente significativo de este marcador de daño 
oxidativo dependiente de la concentración del metal en el órgano y del tiempo de 
Cu (ppm)
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exposición, con un máximo aumento del 56 y 31% (p<0,05), para Fe y Cu 
respectivamente (Fig. 40). Existe una correlación positiva entre el aumento de 
TBARS y el contenido de metal en el órgano (r= 0,97 para Fe y 0,98 para Cu, 











Figura 40: Oxidación de fosfolípidos en cerebro de rata en la sobrecarga aguda 
de Fe(II) () y Cu(II) () en función de la concentración del metal luego de 16 h del 
tratamiento (A) y a lo largo del tiempo luego de la administración de 30 mg . kg-1 
de Fe(II) o de 5 mg . kg-1 de Cu(II) (B) . (*, p<0,05)  
  
 b. Oxidación a proteínas. Los productos de la oxidación de proteínas, 
medidos como los grupos carbonilos en homogeneizados de cerebro, se 
encontraron aumentados luego de las sobrecargas de Fe (45%, p<0,05) y Cu 
(18%, p<0,05) (Fig. 41). El contenido de productos de oxidación de proteínas 
correlaciona positivamente con la concentración de metal alcanzada en el cerebro 
a través de las diferentes dosis administradas (r = 0,92 para Fe y 0,96 para Cu, 
p<0,01). Los t1/2 calculados fueron de 12 horas para ambos metales. 
Cu (ppm)

































































































- 90 - 
 
Cu (ppm)

































































































Figura 41: Oxidación de proteínas en cerebro de rata por la sobrecarga aguda de 
Fe(II) () y Cu(II) () en función de la concentración del metal luego de 16 h del 
tratamiento (A) y a lo largo del tiempo luego de la administración de 30 mg . kg-1 
de Fe(II) o de 5 mg . kg-1 de Cu(II) (B) . (*, p<0,05)  
 
2.2.4. Respuesta antioxidante en cerebro de rata por la sobrecarga aguda de 
hierro y cobre 
2.2.4.1. Antioxidantes no enzimáticos 
 En el cerebro, la concentración de antioxidantes hidrosolubles se encontró 
disminuida tras las sobrecargas de Fe(II) y Cu(II), siendo las máximas 
disminuciones del 50% para el caso del Fe (p<0,01) y del 68% para el caso del Cu 
(p<0,01), con t1/2  para el consumo de antioxidantes hidrosolubles de 10 y 11 
horas para Fe y Cu respectivamente (Fig. 42). 
 En cuanto a los antioxidantes liposolubles, también se encontraron 
disminuidos hasta en un 75% para el caso del Fe (p<0,01) y del 50% para el caso 

















Figura 42: Contenido de antioxidantes hidrosolubles en cerebro de rata por la 
sobrecarga aguda de Fe(II) () y Cu(II) () en función de la concentración del 
metal luego de 16 h del tratamiento (A) y a lo largo del tiempo luego de la 











Figura 43: Contenido de antioxidantes liposolubles en cerebro de rata por la 
sobrecarga aguda de Fe(II) () y Cu(II) () en función de la concentración del 
metal luego de 16 h del tratamiento (A) y a lo largo del tiempo luego de la 
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 Se analizó también el índice GSH/GSSG como indicador de la homeostasis 
redox en el cerebro de rata a través del principal antioxidante hidrosoluble a nivel 
intracelular, el GSH. La relación GSH/GSSG se encontró marcadamente 
disminuida a partir de la acumulación de bajas concentraciones del metal en el 
órgano (Fig. 42A) y alcanzando la máxima disminución de alrededor del 75% 
(p<0,01) para ambos metales a las 24 horas luego de la sobrecarga aguda en 











Figura 44: Relación GSH/GSSG en cerebro de rata por la sobrecarga aguda de 
Fe(II) () y Cu(II) () en función de la concentración del metal luego de 16 h del 
tratamiento (A) y a lo largo del tiempo luego de la administración de 30 mg . kg-1 
de Fe(II) o de 5 mg . kg-1 de Cu(II) (B) . (*, p<0,05; **, p<0,01) 
 
2.2.4.2. Antioxidantes enzimáticos 
 La sobrecarga aguda de Fe(II) y Cu(II) no sólo afectó a los antioxidantes no 
enzimáticos en el cerebro de las ratas, sino que también se encontraron 
alteraciones en la actividad y expresión de los antioxidantes enzimáticos. En este 
grupo, se observó que la actividad de la enzima SOD aumentó hasta 4 veces por 
exposición aguda al Fe (p<0,01) y 90% por Cu (p<0,05) (Fig. 45), con t1/2 de 10 
para el caso del Fe y de 12 horas  para el caso del Cu. 
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Figura 45: Actividad de la enzima superóxido dismutasa (SOD) en cerebro de 
rata por la sobrecarga aguda de Fe(II) () y Cu(II) () en función de la 
concentración del metal luego de 16 h del tratamiento (A) y a lo largo del tiempo 
luego de la administración de 30 mg . kg-1 de Fe(II) o de 5 mg . kg-1 de Cu(II) (B) . 









Figura 46: Actividad de la enzima catalasa en cerebro de rata por la sobrecarga 
aguda de Fe(II) () y Cu(II) () en función de la concentración del metal luego de 
16 h del tratamiento (A) y a lo largo del tiempo luego de la administración de 30 
mg . kg-1 de Fe(II) o de 5 mg . kg-1 de Cu(II) (B) . (*, p<0,05; **, p<0,01)  
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La enzima catalasa por su parte, exhibió un aumento de la actividad hasta 
2,7 veces en sobrecarga aguda de Fe(II) y 90% (p<0,01), para el caso del Cu(II) 
(p<0,01) (Fig. 46). Los t1/2 fueron de 8 y 10 horas para la sobrecarga de Fe(II) y 
Cu(II),  respectivamente. 
En cuanto a la glutatión peroxidasa, la actividad de esta enzima en el 
cerebro disminuyó un 73% por la sobrecarga aguda de Fe (p<0,01) y un 27% por 












Figura 47: Actividad de la enzima glutatión peroxidasa en cerebro de rata por la 
sobrecarga aguda de Fe(II) () y Cu(II) () en función de la concentración del 
metal luego de 16 h del tratamiento (A) y a lo largo del tiempo luego de la 
administración de 30 mg . kg-1 de Fe(II) o de 5 mg . kg-1 de Cu(II) (B) . (*, p<0,05; 
**, p<0,01) 
  
Al analizar la expresión de estas enzimas antioxidantes por western blot, se 
encontró que las enzimas SOD (Fig. 48) y catalasa (Fig. 49) presentan un 
aumento de su expresión en la sobrecarga tanto de Fe como de Cu, que es 
tiempo y dosis-dependiente, mientras que la glutatión peroxidasa (Fig. 50) 
experimenta una leve disminución de su expresión. A las 16 horas, la expresión 
de SOD aumentó un 100% (p<0,01) con el Fe y un 62% (p<0,05) con el Cu. Por 
Cu (ppm)
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su parte, la expresión de catalasa presentó aumentos del 67 y 62% (p<0,05) a las 
16 h de las sobrecargas de Fe(II) y Cu(II), respectivamente. En cuanto a la 
glutatión peroxidasa, la disminución fue de un 62% con la sobrecarga de Fe  y del 
42% con el Cu (p<0,05). 











Figura 48: Expresión de la enzima superóxido dismutasa en cerebro de rata por 
la sobrecarga aguda de Fe(II) y Cu(II) en función de la dosis de metal (A) y a lo 
largo del tiempo luego de la administración de 30 mg . kg-1 de Fe(II) o de 5 mg . 

















































































Figura 49: Expresión de la enzima catalasa en cerebro de rata por la sobrecarga 
aguda de Fe(II) y Cu(II) en función de la dosis de metal (A) y a lo largo del tiempo 
luego de la administración de 30 mg . kg-1 de Fe(II) o de 5 mg . kg-1 de Cu(II) (B) . 
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Figura 50: Expresión de la enzima glutatión peroxidasa en cerebro de rata por la 
sobrecarga aguda de Fe(II) y Cu(II) en función de la dosis de metal (A) y a lo largo 
del tiempo luego de la administración de 30 mg . kg-1 de Fe(II) o de 5 mg .kg-1 de 
Cu(II) (B) . (**, p<0,01)  
  
Se analizó también la expresión nuclear del factor de transcripción Nrf2, 
que se encontró aumentada con ambos metales (Fig. 51). La sobrecarga de Fe(II) 
produjo un incremento de la expresión nuclear de Nrf2 del 100% a las 6 horas de 
administrado el tratamiento agudo y del 58% a las 16 horas (p<0,01). En el caso 
de la sobrecarga de Cu(II), se encontró un aumento del 31% a las 6 horas de 
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la inyección ip, la expresión nuclear de Nrf2 dismuye hacia las 24 horas 
alcanzando los valores basales. 
 
 
Figura 51: Expresión nuclear del factor de transcripción Nrf2 en cerebro de rata 
por la sobrecarga aguda de Fe(II) y Cu(II) en función del tiempo luego de la 
administración de 30 mg . kg-1 de Fe(II) o de 5 mg . kg-1 de Cu(II) . (**, p<0,01)  
 
2.3. Discusión 
Previamente en esta tesis se ha mencionado la participación de los metales 
de transición Fe y Cu como oligonutrientes que exhiben el fenómeno de hormesis, 
ya que son esenciales a concentraciones bajas y resultan tóxicos en 
concentraciones mayores a las necesarias para ejercer sus funciones biológicas. 
Cuando las ratas fueron inyectadas intraperitonealmente con soluciones acuosas 
de Fe(II) o Cu(II), se encontró una acumulación de los metales en el hígado, con 
aumentos de la concentración de metal del 75% para el Fe y de 18 veces para el 
Cu, respecto a los valores basales (p<0,05). Con respecto al Fe, varios autores 
reportaron un aumento del 100% del contenido hepático de este metal en 
pacientes con hemocromatosis (Lockitch y col., 2003; Adams y col., 1997), 
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de diagnóstico de la enfermedad, obtenidos a partir de una biopsia hepática, para 
lo que se ha establecido que valores mayores a 250 μg . g-1 de peso seco (valores 
normales: menor a 55 μg . g-1 de peso seco) indican la existencia de la 
enfermedad (Ala y col., 2007), lo que corresponde a un aumento de entre 4 y 5 
veces respecto del contenido basal. 
En esta tesis se abordó el estudio de la toxicidad de Fe y Cu por su 
capacidad de inducir estrés y daño oxidativo, de acuerdo a las teorías actuales 
para la toxicidad de estos metales que fueron presentadas en el capítulo 
introductorio. Por los resultados encontrados, se puede concluir que el 
mecanismo de toxicidad del Fe y Cu incluye la formación del radical HO, que 
conduce al daño oxidativo. El estrés oxidativo en este modelo fue evidenciado en 
hígado y cerebro por la quimioluminiscencia de órgano in situ (Figs. 25, 26, 37, 
38), que se encontró significativamente aumentada por la sobrecarga de ambos 
metales. Dado que esta determinación se basa en la emisión de fotones 
producida por las especies reactivas del oxígeno excitadas durante las reacciones 
radicalarias de la cadena de peroxidación lipídica (Boveris y col., 1980), la 
participación de Fe y Cu en la producción de radicales fuertemente oxidantes 
como el radical HO y el radical RO, generados a partir de la ruptura homolítica 
del H2O2 y del ROOH mediante un mecanismo que involucra la reacción de 
Fenton (Fenton, 1984; Haber and Weiss, 1934) es compatible con los resultados 
obtenidos en esta tesis, respecto a la quimioluminiscencia in situ y oxidación de 
biomoléculas. 
Desde el punto de vista del curso temporal de los eventos oxidativos que 
ocurren como consecuencia de la sobrecarga aguda de Fe y Cu en el hígado de 
rata (Fig. 52), el estrés oxidativo evidenciado por la quimioluminiscencia in vivo de 
hígado es un evento temprano (2 h post-inyección) y continúa aumentando en el 
tiempo. Como consecuencia del incremento de la generación del radical ROO y 
del 1O2, tiene lugar el daño oxidativo a biomoléculas, que se evidencia en la 
determinación del contenido de productos de la oxidación de fosfolípidos y 
proteínas. Ambos exhiben t1/2 similares en hígado (4-7 horas), lo cual indicaría 
que son parte de un efecto tóxico oxidativo originado por un mecanismo en 
común.  
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Las defensas antioxidantes hepáticas también se vieron afectadas por las 
sobrecargas agudas de Fe y Cu, ya que se demostró el consumo de antioxidantes 
no enzimáticos. Aquí, los antioxidantes hidrosolubles fueron determinados, por un 
lado mediante la evaluación del contenido de antioxidantes endógenos totales 
(capacidad antioxidante total) utilizando trolox como antioxidante de referencia, 
como también la evaluación de un antioxidante en particular, en este caso el 
contenido de GSH total y reducido y el índice GSH/GSSG como un índice 
sensible de estrés oxidativo, calculado a partir de los parámetros determinados. A 
pesar de ser éste último un ensayo más específico y sensible, el perfil obtenido 
para la disminución del contenido de antioxidantes fue muy similar en ambas 
determinaciones. Esto también se observó en la evaluación de las defensas 
antioxidantes no enzimáticas en cerebro, que se discutirán más adelante. 
Volviendo al análisis de los datos referidos al consumo de antioxidantes, 
los resultados obtenidos se enmarcan dentro del concepto clásico de estrés 
oxidativo, el cual postula que las especies oxidantes aumentan a la vez que las 
antioxidantes disminuyen (Sies, 1985). En este modelo experimental de 
sobrecarga aguda, el consumo de antioxidantes endógenos no enzimáticos (tanto 
hidro- como liposolubles), no resulta suficiente para prevenir el daño oxidativo, ya 
que la oxidación de fosfolípidos en hígado se observa a partir de las 4 h para el 
caso del Fe o de 16 h para el caso del Cu luego de la exposición al metal y 
continua aumentando a lo largo del tiempo transcurrido desde la sobrecarga 
aguda (Fig. 52). Al igual que los parámetros de daño oxidativo, el consumo de 
antioxidantes no enzimáticos (hidro- y liposolubles en conjunto y el contenido de 
GSH) exhiben valores de t1/2 de entre 4 y 7 h. También los cambios sufridos por 
los antioxidantes enzimáticos, que se discuten a continuación, presentan estos 
valores de t1/2 similares. 
En respuesta al daño oxidativo, las enzimas antioxidantes catalasa y SOD, 
responsables de la detoxificación del H2O2 y del O2
- respectivamente, 
aumentaron su actividad en la sobrecarga con Fe. En la sobrecarga con Cu, 
también incrementó la actividad de SOD. Este tipo de respuestas adaptativas ya 
han sido observados en otros modelos experimentales: la intoxicación aguda con 
Pb(II) que produce un aumento de la actividad de SOD en eritrocitos humanos 
(Kasperczyk y col., 2012), así como también en suero luego de la sobrecarga de 
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Zn(II) (Li y col., 2012) y en hígado de rata por intoxicación con Cd(II) (Sarkar y 
col.,1995; Skerzycki y col., 2010). 
 
Figura 52: Esquema de la cinética de los eventos que ocurren en hígado 
de rata tras la sobrecarga aguda de Fe(II) (30 mg . kg-1,  ip)y Cu(II) (5 mg .kg-1, ip). 
Las flechas  y  indican el aumento o la disminución del parámetro evaluado 
mientras que las flechas hacia la derecha indican la continuidad del evento a lo 
largo de todo el tratamiento. 
 
Con el objetivo de evaluar si este aumento de la actividad de las enzimas 
antioxidantes es consecuencia de un cambio en el contenido de la proteína o de 
una activación postraduccional, se estudió la expresión de estas enzimas por 
western blot. Se encontró que tanto la SOD como la catalasa aumentaron su 
expresión como consecuencia de las sobrecargas agudas de Fe y Cu. Esta 
respuesta adaptativa al estrés oxidativo, de acuerdo a los resultados observados 
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está mediado por la activación del factor de transcripción Nrf2. Nrf2 responde a la 
presencia de ROS, a los aumentos en el contenido de los productos de oxidación 
o cambios en el estado redox celular. Este factor transcripcional, al liberarse de su 
proteína represora Keap1 es capaz de translocar al núcleo para, a través del 
elemento de respuesta antioxidante (ARE, por su sigla en inglés), activar la 
transcripción de genes involucrados en la detoxificación y en la traducción de 
proteínas involucradas en la defensa antioxidante (Nguyen y col., 2009; Espinosa-
Diez y col., 2015) (Fig. 54). Las proteínas codificadas por genes que se 
encuentran bajo la regulación de Nrf2 incluyen a la sulfiredoxina y tiorredoxina 1, 
involucradas en la homeostasis redox; algunas isoformas de glutatión transferasa 
y carboxil estearasas, enzimas involucradas en la detoxificación, la hemo-
oxigenasa 1, por mencionar algunas, así como también varias enzimas 
involucradas en el metabolismo de lípidos (Tebay y col., 2015). Con respecto al 
daño oxidativo inducido por metales, se ha reportado que los fibroblastos Nrf1 -/- y 
Nrf2 -/- son más sensibles a concentraciones tóxicas de Cu que células wild type 
(Song y col., 2009). 
Por su parte, la actividad y expresión de la enzima glutatión peroxidasa 
disminuye ante las sobrecargas agudas de Fe(II) y Cu(II). Así, los procesos 
oxidativos que conducen al daño oxidativo a fosfolípidos y proteínas en el hígado 
pueden deberse a la acumulación de los productos de oxidación y 
descomposición de lipohidroperóxidos orgánicos (ROOH) que no están siendo 
detoxificados por esta enzima. 
Si bien el hígado es el principal órgano blanco de la sobrecarga aguda 
sistémica de los metales Fe y Cu administrados intraperitonealmente, se ha 
mencionado previamente la importancia de los efectos que se producen en el 
cerebro en las situaciones de toxicidad generados por la toxicidad de los metales. 
Este fenómeno se explica por la gran sensibilidad del cerebro al estrés y daño 
oxidativo y su limitada capacidad de regeneración, asociada a que es un órgano 
rico en fosfolípidos, y que estas biomoléculas son el blanco de las reacciones de 
peroxidación lipídica en cadena. 
Por otra parte, hace varios años que se considera que el estrés y daño 
oxidativo en cerebro están asociados al desbalance de los metales, 
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especialmente el Fe y el Cu. La toxicidad de estos biometales se relaciona con la 
incidencia y progresión de las enfermedades neurodegenerativas y los 
desordenes cognitivos asociados al envejecimiento. Se ha encontrado una 
correlación positiva entre la dishomeostasis del Fe y la generación de las placas 
amiloides características de la enfermedad en los tejidos afectados de pacientes 
con enfermedad de Alzheimer (Smith y col., 1997; Collingwood y col., 2008; Ayton 
y col., 2013). Por otro lado, se sabe también que el Cu es capaz de unirse y ser 
reducido por el péptido ß-amiloide (Aß) y la proteína precursora amiloide (APP) 
(Kontush, 2001; Waggoner y col, 1999) contribuyendo a la formación de enlaces 
cruzados entre las proteínas y agregación de las placas amiloides (Johnson, 
2005). La neurotoxicidad del Cu también juega un papel importante en la 
progresión de la esclerosis lateral amiotrófica, una enfermedad neurodegenerativa 
originada por una mutación de la isoforma Cu,Zn-SOD o SOD1, de la enzima 
superóxido dismutasa. En la enfermedad de Parkinson, varios autores han 
detectado un exceso de Fe en la substantia nigra pars compacta, donde las 
neuronas dopaminérgicas están expuestas a altos niveles de ROS producidas por 
el metabolismo de la dopamina (Wallis y col., 2008). Así, al catalizar la formación 
del radical HO a partir del H2O2, este exceso de Fe lábil puede afectar las 
funciones neuronales ya sea por el daño oxidativo directo a sus componentes 
celulares o afectando químicamente a mediadores químicos como la dopamina 
que son susceptibles a la oxidación. Actualmente el desarrollo de la terapia 
quelante ha cobrado interés como parte de las estrategias en el tratamiento de 
esta enfermedad (Weinreb y col., 2013; Devos y col., 2014).  
 La cinética de los eventos que tienen lugar tras las sobrecargas agudas de 
Fe y Cu en el cerebro de rata se resumen en la Figura 53. Entre las 2 y 4 h luego 
de la sobrecarga aguda de Fe, el contenido del metal en el cerebro aumentó 
significativamente. A pesar de este aumento temprano para el Fe, el daño 
oxidativo a fosfolípidos y proteínas no se observó hasta transcurridas las 16 horas 
desde el tratamiento, tiempo en el que se alcanza la máxima concentración de Fe 
en el cerebro. Por su parte, la oxidación de fosfolípidos y proteínas en cerebro es 
simultánea al aumento de la concentración del Cu en el órgano que se observó a 
las 16 h post-inyección. Sin embargo, para ambos metales se observa un 
aumento de la quimioluminiscencia in situ  de cerebro a partir de las 6 horas, que 
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continua aumentando hasta alcanzar el máximo a las 24 horas. Una explicación 
para esta observación podría ser que las defensas antioxidantes (no enzimáticas 
y enzimáticas) están actuando inicialmente para proteger al tejido del estrés 
oxidativo. Sin embargo, a medida que el metal continua depositándose en el 
cerebro en este modelo, las sustancias pro-oxidantes producidas acaban por 
superar a las defensas antioxidantes y tiene lugar el daño oxidativo a las 
biomoléculas observado (Fig. 54). A su vez, el consumo de antioxidantes no 
enzimáticos también ocurre a las 16 h post-inyección, junto con el aumento de 
TBARS y contenido de proteínas oxidadas. Por lo tanto, si las defensas 
antioxidantes endógenas fueran las responsables de retrasar el daño oxidativo 
una vez que el metal alcanza el tejido y comienza el aumento de la velocidad de 
las reacciones de peroxidación en cadena mediadas por radicales libres y en vista 
de que el daño oxidativo fue visto únicamente cuando los contenidos de 
antioxidantes alcanzaron su valor mínimo, entonces una terapia antioxidante con 
un agente atrapador de radicales capaz de interrumpir las reacciones de 
peroxidación en cadena, como el α-tocoferol, podría ser efectivo para prevenir o al 
menos atenuar los efectos de los metales observados en este modelo, donde las 
defensas antioxidantes endógenas resultan ineficientes. 
 Con respecto al estudio del curso temporal de las sobrecargas de Fe y Cu 
en cerebro, se observa que los valores de t1/2 calculados para los parámetros en 
este órgano, que ocurren alrededor de 8-12 h de la sobrecarga aguda, son 
aproximadamente 2 veces mayores que los calculados para los mismos 
parámetros en hígado. Esta diferencia se explica por la distribución del metal en el 
organismo y el efecto protector de la BHE. 
 Al igual que en el hígado, se encontró que la sobrecarga de Fe(II) y Cu(II) 
produce una modificación en la actividad de las enzimas antioxidantes, en este 
caso aumentando la actividad tanto de la SOD como de la catalasa, que coincide 
con un aumento de la expresión de ambas enzimas. Para evaluar la participación 
del ya mencionado factor de transcripción Nrf2 en el aumento de la expresión de 
estas enzimas en el cerebro ante la sobrecarga de los metales, se analizó la 
expresión nuclear de este factor, que se encontró efectivamente aumentada a las 
6 horas, que es el tiempo a partir del cual comienzan a observarse los aumentos 
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de actividad y expresión de la SOD y la catalasa (Fig. 54). Sin embargo, y de la 
misma manera que en el hígado, el incremento de la actividad de estas enzimas 
no fue capaz de reducir los efectos de los metales en la producción de ROS, 
oxidación de fosfolípidos y proteínas que fueron observados incluso en aquellas 
dosis y tiempos donde estas enzimas mostraban un notable incremento de su 
actividad y expresión. Un trabajo contemporáneo a estos resultados donde se 
estudió también la sobrecarga de Fe en hígado de rata (Piloni y col., 2013) reportó 
un aumento en la actividad de la enzima catalasa, en este caso relacionada a un 
incremento de la unión a DNA de factor de transcripción NF-κß.  
 
  
Figura 53: Esquema de la cinética de los eventos que ocurren en cerebro de rata 
tras la sobrecarga aguda de Fe(II) (30 mg . kg-1,  ip) y Cu(II) (5 mg .kg-1, ip). Las 
flechas  y  indican el aumento o la disminución del parámetro evaluado 
mientras que las flechas hacia la derecha indican la continuidad del evento a lo 
largo de todo el tratamiento. 
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De manera similar a Nrf2, NF-κß responde también a los incrementos de 
ROS, entre otros estímulos. Cabe destacar, que en este mismo trabajo, y a 
diferencia de los resultados aquí presentados, Piloni y col., (2013) no encontraron 
peroxidación lipídica en su modelo de sobrecarga con Fe-Dextran a pesar de 
tener un aumento de la concentración de Fe en el tejido. Esta observación apoya 
la hipótesis de que un aumento en la actividad antioxidante (endógena en este 
caso) podría proteger al cerebro del daño oxidativo inducido por el metal. 
 
 
Figura 54: Esquema general de los eventos que tienen lugar tras las sobrecargas 
agudas de Fe(II) y Cu(II) en hígado y cerebro de rata que conducen a la 
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3. Daño oxidativo y respuesta antioxidante inducidos por intoxicación 
crónica con hierro y cobre en ratas 
A continuación se presentan los resultados del estudio de la toxicidad 
crónica de los metales hierro (Fe) y cobre (Cu) en ratas. Los animales fueron 
expuestos a los metales en el agua de bebida en una concentración de 1,0 g 
Fe(II) . L-1 (0,1% Fe(II)) o 0,5 g Cu(II) . L-1 (0,05% Cu(II)) durante 42 días. 
3.1. Daño oxidativo y respuesta antioxidante en hígado de rata en la 
intoxicación crónica de hierro o cobre 
3.1.1. Acumulación de los metales en el hígado de rata en función del tiempo 
El contenido de Fe y Cu en hígado aumentó respecto a los niveles basales 
(Control: 107 ± 7 μg Fe . g-1 y 7,3 μg Cu . g-1) al segundo día de iniciado el 
tratamiento crónico con ambos metales (Fig. 55), alcanzándose un máximo del 
contenido de Fe acumulado en el órgano a partir de los 7 días (70%, p<0,01) y 
para el caso de la acumulción del Cu, un aumento máximo de 5 veces los valores 
basales hacia los 28 días (p<0,01). El tiempo necesario para alcanzar el 50% del 
máximo efecto en la acumulación del metal (t1/2) fue de aproximadamente 4 días 
para ambos metales. En ambos tratamientos se observó una correlación lineal 
entre el contenido de Fe y Cu acumulado en el hígado con el tiempo de 
tratamiento, siendo r = 0,88 y 0,98 para Fe y Cu respectivamente (p<0,05). 
3.1.2. Quimioluminiscencia in situ de hígado de rata en la sobrecarga 
crónica con hierro y cobre 
La exposición crónica a altas concentraciones de Fe en el agua de bebida 
produce en el hígado de las ratas un aumento significativo de la emisión máxima 
de luz medida como quimioluminiscencia de 2 veces por encima de los valores 
basales (p<0,01) y para el caso del Cu de 1,6 veces (p<0,05), ambos a los 7 días 
de iniciado el tratamiento crónico (control: 12  1 cps . cm-2) (Fig. 56). El t1/2 
estimado para la sobrecarga con Fe fue de 5 días y para Cu, 6 días, lo que 
sugiere que este marcador está indicando un mecanismo en común asociado a la 
toxicidad y al efecto oxidante de ambos metales. 
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Figura 55: Acumulación de Fe(II) () y Cu(II) () expresada en μg por g de tejido 
húmedo (ppm) en hígado a lo largo del tiempo por la sobrecarga crónica del metal 
por administración de 1,0 g Fe(II) . L-1 (0,1% Fe(II)) o de 0,5 g Cu(II) . L-1 (0,05% 
Cu(II)) en el agua de bebida. (*, p<0,05; **, p<0,01) 
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Figura 56: Quimioluminiscencia in situ de hígado por  la sobrecarga crónica de Fe 
() y Cu () respecto al control () durante la administración de 1,0 g Fe(II) . L-1 
(0,1% Fe(II)) o de 0,5 g Cu(II) . L-1 (0,05% Cu(II)) en el agua de bebida durante 42 
días. (*, p<0,05; **, p<0,01)  
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3.1.3. Daño oxidativo a biomoléculas en hígado de rata en la intoxicación 
crónica por hierro y cobre  
a. Oxidación a fosfolípidos. La oxidación a fosfolípidos por intoxicación crónica 
por Fe(II) y Cu(II) se determinó a través de la evaluación del contenido de los 
productos de oxidación de fosfolípidos, medidos como TBARS, en 
homogeneizados de hígado. A partir del segundo día de tratamiento se pudo 
observar un incremento en el contenido de TBARS respecto a los valores basales 
(7  1 nmol . g-1) ante la exposición crónica a Fe y Cu. A los 21 días de 
tratamiento se observó un incremento máximo de la oxidación de fosfolípidos de 
2,6 veces para Fe y 4 veces para Cu (p<0,01) (Fig. 57). El t1/2 estimado para la 
sobrecarga con Fe fue de 10,5 días y para el caso del Cu de 3,5 días. 
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Figura 57: Oxidación de fosfolípidos medidos como TBARS en la sobrecarga 
crónica de Fe () y Cu () respecto al control () durante la administración de 1,0 
g Fe(II) . L-1 (0,1% Fe(II)) o de 0,5 g Cu(II) . L-1 (0,05% Cu(II)) en el agua de bebida 
durante 28 días. (*, p<0,05; **, p<0,01)  
 
b. Oxidación de proteínas. La oxidación de proteínas fue determinada 
mediante el contenido de carbonilos. Se encontró un aumento del 70 y 100% 
(p<0,01) a los 4 días de tratamiento crónico con Fe(II) y Cu(II), respectivamente 
(control: 115 ± 19 nmol . g-1). Al igual que el daño a fosfolípidos, se observó un 
aumento máximo del contenido de grupos carbonilo de proteínas oxidadas a los 
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21 días. El t1/2 estimado para la sobrecarga con Fe fue de 5,5 días y para el caso 
del Cu de 8 días (Fig. 58). 
Tiempo (días)






















































 Figura 58: Oxidación de proteínas medidos como contenido de grupos 
carbonilo en la sobrecarga crónica de Fe () y Cu () respecto al control () 
durante la administración de 1,0 g Fe(II) . L-1 (0,1% Fe(II)) o de 0,5 g Cu(II) . L-1 
(0,05% Cu(II)) en el agua de bebida durante28 días. (**, p<0,01) 
 
3.1.4. Respuesta antioxidante en hígado de rata por la sobrecarga crónica de 
hierro y cobre 
3.1.4.1. Relación GSH/GSSG 
La relación GSH/GSSG es un indicador sensible de la existencia de estrés 
y daño oxidativo. En las sobrecargas crónicas de Fe(II) y Cu(II), este parámetro se 
encontró disminuido respecto al control a partir de los 2 días de tratamiento, 
alcanzando un valor mínimo (40% de disminución para Cu y 60% para Fe, 
p<0,01) a los 7 días y manteniéndose por debajo del control durante los 42 días 
de tratamiento crónico (Fig. 59). El t1/2 estimado para la sobrecarga con Fe fue de 
2 días y para el caso de Cu de 1,5 días. 
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Figura 59: Relación GSH/GSSG en la sobrecarga crónica de Fe () y Cu () 
respecto al control () durante la administración de 1,0 g Fe(II) . L-1 (0,1% Fe(II)) o 
de 0,5 g Cu(II) . L-1 (0,05% Cu(II)) en el agua de bebida durante 42 días. (**, 
p<0,01) 
 
3.1.4.2. Antioxidantes enzimáticos 
La actividad de la enzima antioxidante SOD disminuyó con la sobrecarga 
crónica de Fe a partir de los 2 días de tratamiento (t1/2= 2 días), sin embargo no se 
observaron cambios estadísticamente significativos en la sobrecarga de Cu, 
excepto por un leve aumento hacia los 28 días de tratamiento (Fig. 60). 
El tratamiento crónico con Fe no modificó la actividad de la enzima 
antioxidante catalasa. Sin embargo, la sobrecarga con Cu aumentó un 39% 
(p<0,01) la actividad de esta enzima (control: 548 ± 45 pmol .g-1) a los 7 días de 
tratamiento (Fig. 61). El t1/2 estimado para la sobrecarga con Cu fue de 6 días. 
La actividad de la enzima antioxidante glutatión peroxidasa en 
homogeneizados de hígado de rata disminuyó un 63% (p<0,01) a los 7 días del 
tratamiento crónico con Fe (t1/2 = 4 días) y con el tratamiento crónico con Cu, un 
35%  (p<0,01) a los 2 días y un 53% (p<0,01) a los 7 días (t1/2 = 2 días)  (Fig. 62). 
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Figura 60: Actividad de la enzima superóxido dismutasa por la sobrecarga 
crónica de Fe () y Cu () respecto al control () durante la administración de 1,0 
g Fe(II) . L-1 (0,1% Fe(II)) o de 0,5 g Cu(II) . L-1 (0,05% Cu(II)) en el agua de bebida 
durante 28 días. (**, p<0,01) 
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Figura 61: Actividad de la enzima catalasa por la sobrecarga crónica de Fe 
() y Cu () respecto al control () durante la administración de 1,0 g Fe(II) . L-1 
(0,1% Fe(II)) o de 0,5 g Cu(II) . L-1 (0,05% Cu(II)) en el agua de bebida durante 42 
días. (**, p<0,01) 
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Figura 62: Actividad de la enzima glutatión peroxidasa por la sobrecarga 
crónica de Fe () y Cu () respecto al control () durante la administración de 1,0 
g Fe(II) . L-1(0,1% Fe(II)) o de 0,5 g Cu(II) . L-1 (0,05% Cu(II)) en el agua de bebida 
durante 42 días. (**, p<0,01) 
 
3.2. Daño oxidativo y respuesta antioxidante en cerebro de rata en la 
intoxicación crónica por hierro y cobre 
3.2.1. Acumulación de los metales en el cerebro de rata en función del 
tiempo 
Al estudiar los efectos tóxicos del Fe y del Cu en cerebro de ratas por la 
administración de concentraciones crónicas de ambos bioelementos en el agua 
de bebida (soluciones 0,1 y 0,05%, respectivamente) se observó un aumento 
significativo en el contenido de Fe en el órgano del 40% (p<0,01) al cuarto día de 
tratamiento (control: 36 ± 2 ppm) y un incremento de 8 veces el contenido basal 
de Cu a partir del cuarto día de tratamiento (p<0,01) (control: 5,9 ± 0,5 ppm) (Fig. 
63). Existe una correlación lineal positiva entre el contenido de Fe y Cu 
acumulado en el cerebro con el tiempo de tratamiento, con r = 0,97 y 0,99 para Fe 
y Cu respectivamente (p<0,05). 
 
- 115 - 
 
Tiempo (días)







































Figura 63: Acumulación de Fe () y Cu ()  expresada en μg por g de tejido 
húmedo (ppm) en cerebro a lo largo del tiempo por la sobrecarga crónica del 
metal por administración de 1,0 g Fe(II) . L-1 (0,1% Fe(II)) o de 0,5 g Cu(II) . L-1 
(0,05% Cu(II)) en el agua de bebida. (**, p<0,01) 
 
3.2.2. Quimioluminiscencia in situ de cerebro en la sobrecarga crónica de 
hierro y cobre 
En los cerebros de las ratas expuestas de manera crónica a los metales Fe 
y Cu se determinó la quimioluminiscencia del órgano in situ (QL), emisión de luz 
que representa la velocidad de las reacciones de formación de radicales libres. 
Aquí se encontró un pico máximo en la fotoemisión al séptimo día del tratamiento 
crónico, con un aumento de la QL in situ de 16 veces respecto al valor control 
(control: 11 ± 2 cps . cm-2, p<0,01) en el caso del Fe mientras que para el Cu, el 
aumento fue de 8,7 veces respecto al control (p<0,01) (Fig. 64). La QL de cerebro 
en los animales tratados con Cu disminuye hasta alcanzar los valores basales a 
partir del día 21 de tratamiento. Sin embargo, en el tratamiento con Fe, este 
marcador de daño oxidativo permanece aumentado con respecto a los valores del 
control durante los 42 días del estudio. 
El t1/2 estimado para la sobrecarga tanto con el Fe como con el Cu, fue de 5 
días. 



















































Figura 64: Quimioluminiscencia in situ de cerebro por la sobrecarga crónica de Fe 
() y Cu () respecto al control () durante la administración de 1,0 g Fe(II) . L-1 
(0,1% Fe(II)) o de 0,5 g Cu(II) . L-1 (0,05% Cu(II)) en el agua de bebida durante 42 
días. (**, p<0,01) 
 
3.2.3. Daño oxidativo a biomoléculas en cerebro de rata por la sobrecarga 
crónica de hierro y cobre 
a. Oxidación de fosfolípidos. La oxidación de fosfolípidos en cerebro 
determinada como el contenido de TBARS exhibió un aumento del 60% (p<0,01) 
a los 4 días de tratamiento crónico con Fe mientras que con el Cu, se observó un 
aumento del 50% respecto al control (p<0,01) a los 14 días (Fig. 65). Con ambos 
metales, se alcanzó un máximo en el contenido de TBARS a los 21 días, con un 
aumento de alrededor del 100% respecto al valor control (p<0,01) (t1/2 = 11 y 16 
días, para Fe y Cu respectivamente). 
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Figura 65: Oxidación de fosfolípidos medidos como TBARS por  la sobrecarga 
crónica de Fe () y Cu () respecto al control () durante la administración de 1,0 
g Fe(II) . L-1 (0,1% Fe(II)) o de 0,5 g Cu(II) . L-1 (0,05% Cu(II)) en el agua de bebida 
durante 28 días. (**, p<0,01) 
 
b. Oxidación de proteínas. También los productos de la oxidación de 
proteínas, medidos como grupos carbonilos, se encontraron aumentados en el 
cerebro a partir de los 2 días para el caso del  Fe y 4 días para el caso del Cu y a 
lo largo de los 42 días de tratamiento (Fig. 66). Para ambos metales, el 
incremento máximo se observó a los 14 días de iniciado el tratamiento, del 40 y 
60% respecto al control (p<0,01), para Fe y Cu respectivamente (t1/2 = 3 y 3,5 
días, para Fe y Cu respectivamente). 
3.2.4. Respuesta antioxidante en cerebro de rata en la sobrecarga crónica de 
Fe y Cu 
3.2.4.1. Relación GSH/GSSG 
El GSH es el principal antioxidante no enzimático, y el índice GSH/GSSG 
es un indicador del estado redox celular. Este parámetro disminuyó un 36 y 70% 
en cerebro luego de 14 días de sobrecarga crónica de Fe y Cu, (p<0,01) 
respectivamente (t1/2= 4 días para ambos metales) (Fig. 67). 
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 Figura 66: Oxidación de proteínas medidos como contenido de grupos 
carbonilo por  la sobrecarga crónica de Fe () y Cu () respecto al control () 
durante la administración de 1,0 g Fe(II) . L-1 (0,1% Fe(II)) o de 0,5 g Cu(II) . L-1 
(0,05% Cu(II)) en el agua de bebida durante 42 días. (*, p<0,05; **, p<0,01) 
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Figura 67: Relación GSH/GSSG en la sobrecarga crónica de Fe () y Cu () 
durante la administración de 1,0 g Fe(II) . L-1 (0,1% Fe(II)) o de 0,5 g Cu(II) . L-1 
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3.2.4.2. Antioxidantes enzimáticos 
 La sobrecarga crónica de los metales Fe y Cu produjo en cerebro de rata 
una disminución significativa de la actividad de la enzima SOD, observándose un 
máximo a los 7 días de iniciado el tratamiento con Fe(II) (33%, p<0,01) y a los 4 
días para el tratamiento con Cu(II) (45%, p<0,01). Los valores calculados de t1/2 
fueron de 3 y 1 días para Fe y Cu respectivamente. 
 Por su parte, la enzima catalasa aumentó  un 10% (p<0,01) a los 28 días 
de la sobrecarga crónica de Fe (t1/2 = 18 días) mientras que con la sobrecarga de 
Cu experimenta una disminución del 50% (p<0,01) a partir del segundo día de 
tratamiento (t1/2 = 2 días) (Fig. 68). 
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Figura 68: Actividad de la enzima superóxido dismutasa (SOD) en cerebro en la 
sobrecarga crónica de Fe () y Cu () respecto al control () durante la 
administración de 1,0 g Fe(II) . L-1 (0,1% Fe(II)) o de 0,5 g Cu(II) . L-1 (0,05% 
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Figura 69: Actividad de la enzima catalasa en cerebro en la sobrecarga 
crónica de Fe () y Cu () respecto al control () durante la administración de 1,0 
g Fe(II) . L-1 (0,1% Fe(II)) o de 0,5 g Cu(II) . L-1 (0,05% Cu(II)) en el agua de 
bebida durante 42 días. (**, p<0,01) 
 
 En cuanto a la actividad de la enzima glutatión peroxidasa, no se 
encontraron cambios estadísticamente significativos con ninguno de los dos 
metales 
3.2.5. Evaluación de los efectos del Cu sobre la función mitocondrial en 
cerebro 
Con el objetivo de evaluar el efecto tóxico de estos metales a nivel 
subcelular, se estudió el efecto del Cu sobre la funcionalidad de las mitocondrias 
de cerebro de las ratas. No se encontraron cambios en el consumo de oxígeno 
mitocondrial con sustratos del complejo I (malato-glutamato) o II (succinato) (Fig. 
70) ni en el control respiratorio (Fig. 71) así como tampoco en la actividad de los 
complejos I y II de la cadena respiratoria mitocondrial con la dosis administrada en 
este trabajo de tesis (0,5 g Cu(II) . L-1 ) (Fig. 72). 
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Figura 70: Consumo de oxígeno mitocondrial en cerebro de rata por la 
sobrecarga crónica de Cu ( y  Δ) respecto al control ( y O) durante la 
administración de 0,5 g Cu(II) . L-1 (0,05% Cu(II)) en el agua de bebida durante 21 
días. Se utilizaron como sustratos mitocondriales malato-glutamato (A) y 




















































Figura 71: Control respiratorio de mitocondrias de cerebro de rata por la 
sobrecarga crónica de Cu (O) respecto al control () durante la administración de 
0,5 g Cu(II) . L-1 (0,05% Cu(II)) en el agua de bebida durante 21 días. Se utilizaron 
como sustratos mitocondriales malato-glutamato (A) y succinato (B). 
A B 
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Figura 72: Actividad de complejo I-III (A) y II-III (B) mitocondriales en 
cerebro de rata con sobrecarga crónica de Cu (O) respecto al control () durante la 




Luego de haber analizado la participación de los metales Fe y Cu en los 
procesos oxidativos que generan daño oxidativo a biomoléculas y alteración de 
las defensas antioxidantes en el hígado y el cerebro de rata en un modelo de 
toxicidad aguda y con el objetivo de estudiar en esta segunda instancia los 
procesos oxidativos y sistemas de defensa antioxidante que tienen lugar en las 
sobrecargas de estos metales en condiciones más semejantes a las de una 
patología crónica, se estudiaron los efectos del metal por sobrecarga crónica tanto 
en hígado como en cerebro. 
 Los resultados experimentales de este trabajo de tesis mostraron que en el 
hígado, el mayor aumento del contenido basal del Fe se produce entre el segundo 
y séptimo día del tratamiento crónico (Fig. 55) mientras que con el Cu, si bien 
existe un claro aumento paulatino a partir del segundo día de tratamiento, el 
mayor aumento se produce hacia el día 28.  A los 28 días de sobrecarga crónica 
con Fe, el aumento del contenido de metal en el órgano es del 100%; este valor 
coincide con el aumento de la concentración de Fe hepático reportado en 
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pacientes con hemocromatosis comparados con individuos sanos (Lockitch y col., 
2003; Adams y col., 1997). Por su parte, el aumento del contenido de Cu hepático 
a los 28 días de tratamiento crónico fue de aproximadamente 5 veces respecto 
del valor basal, siendo este mismo factor de aumento el utilizado como criterio de 
diagnóstico en pacientes con enfermedad de Wilson (Ala y col., 2007). Como 
puede observarse a partir de los resultados obtenidos en este trabajo de tesis, la 
acumulación de ambos metales en hígado sería comparable al incremento 
respecto de los valores basales de la concentración de Fe y Cu encontrado en 
pacientes que padecen enfermedades crónicas relacionadas con la 
dishomeostasis de estos biometales. 
 En la sobrecarga crónica de Fe en el hígado, la producción de ROS, 
medida como quimioluminiscencia de órgano in situ (Fig. 56) experimenta su 
aumento máximo de manera simultánea al primer incremento importante del 
contenido de Fe en el órgano: al séptimo día de tratamiento. A partir de ese 
momento, comienza a aumentar significativamente el contenido de los productos 
de la oxidación de fosfolípidos, los TBARS (Fig. 57), mientras que la oxidación de 
proteínas, que se encontró aumentada desde el comienzo de la acumulación en 
órgano, sostiene su aumento a lo largo del tiempo de tratamiento (Fig. 58). Este 
aumento de los productos de oxidación se acompaña de un estado general de la 
célula hacia un entorno más oxidante, reflejado por la disminución simultánea de 
la relación GSH/GSSG (Fig. 59). La secuencia de eventos que tiene lugar durante 
la sobrecarga crónica de Fe en hígado se resume en la Figura 73. 
 Las enzimas antioxidantes por su parte no experimentan aumento alguno 
en su actividad, por el contrario, la actividad de SOD y glutatión peroxidasa se 
encuentran incluso disminuidas (Figs. 58 y 60), lo que estaría indicando que las 
defensas antioxidantes tampoco resultan efectivas en proteger al hígado del daño 
oxidativo. Los mismos resultados se observaron en el cerebro de las ratas 
expuestas a este metal durante 42 días en el agua de bebida. Estos resultados 
confirman la participación del estrés y daño oxidativo en la toxicidad crónica con 
Fe. 
 En cuanto al Cu, la producción de ROS en el hígado experimenta una 
tendencia al aumento desde el comienzo del tratamiento, resultando significativa a 
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los 7 días de tratamiento (Fig. 55). La relación GSH/GSSG decae fuertemente al 
segundo día el tratamiento con el metal, indicando un aumento del entorno 
oxidante celular o bien un compromiso particular del GSH en los procesos 
oxidativos asociados a la toxicidad crónica del Cu. Los productos de la oxidación 
de biomoléculas experimentan un aumento lineal desde el comienzo del 
tratamiento (al segundo día los carbonilos oxidados y al cuarto día los TBARS) 
alcanzando un pico máximo a los 21 días de tratamiento. La secuencia de 
eventos que tiene lugar durante la sobrecarga crónica de Cu en hígado se resume 
en la figura 74.  En cuanto a las enzimas antioxidantes hepáticas, la SOD no sufre 
importantes cambios salvo hacia el día 28, mientras que la glutatión peroxidasa 
experimenta una disminución de su actividad, tal como lo hace también con la 
sobrecarga crónica de Fe. Sin embargo, aquí la actividad de la catalasa 
experimenta un aumento marcado entre los días 7 y 14, donde aparecen los 
mayores cambios en los parámetros de estrés y daño oxidativo. Este aumento, 
quizás asociado a una respuesta de defensa como las observadas en los 
experimentos realizados con sobrecarga aguda presentados en esta misma tesis, 
no logra mantenerse en el tiempo, probablemente debido al aumento sostenido de 
la oxidación de biomoléculas. En cuanto a la actividad de la enzima SOD, existen 
en literatura reportes que indican un aumento de su actividad en por toxicidad 
crónica generada por la administración de Cu en el agua de bebida con dosis más 
bajas que las aquí utilizadas (0,1-0,2 g . L-1) (Ozcelik y col., 2003; Sansinanea y 
col., 1998) mientras que otros autores reportan una disminución de su actividad 
trabajando con la misma dosis que se utilizó en este trabajo (0,5 g . L-1) (Zhang y 
col., 2000). Zhang y col. también hallaron una disminución de la actividad de la 
enzima glutatión peroxidasa mientras que todos los autores coinciden en el 
aumento de TBARS y disminución del GSH. 
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Figura 73: Esquema de la cinética de los eventos que ocurren en hígado de rata 
tras la sobrecarga crónica de Fe(II) (0,1%) y Cu(II) (0,05%) en el agua de bebida. 
Las flechas  y  indican el aumento o la disminución del parámetro evaluado 
mientras que las flechas hacia la derecha indican la continuidad del evento a lo 
largo de todo el tratamiento. 
 
En el cerebro, un aumento significativo del contenido de Cu se produce entre 
los 4 y 7 días de tratamiento. A los 4 días también se observa un aumento de la 
oxidación de proteínas. A los 7 días se observa un aumento significativo de la 
producción de ROS y continua aumentando la oxidación de proteínas, mientras 
que la oxidación de los fosfolípidos experimenta su máximo aumento a los 21 días 
de tratamiento. El daño oxidativo se agrava por la marcada disminución de la 
actividad de las enzimas antioxidantes SOD y catalasa, aunque la actividad de la 
enzima glutatión peroxidasa no experimenta cambios significativos en este 
órgano. En la literatura científica existen reportes sobre toxicidad crónica de Cu en 
cerebro que coinciden con el aumento de los productos de oxidación a 
biomoléculas y disminución de GSH (Ozcelik y col., 2009; Ozcelik y col., 2012; 
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Arnal y col., 2013) observados en esta tesis. Los trabajos de Ozcelik y col. 
también confirman una disminución de la actividad de las enzimas SOD y 
catalasa. La secuencia de eventos que tiene lugar durante la sobrecarga crónica 
de Fe y Cu en cerebro se resume en la Figura 74.   
Cabe destacar que la sobrecarga de Fe y Cu genera en hígado y cerebro de 
rata procesos oxidativos por acción directa del metal sobre biomoléculas, 
especialmente proteínas, y GSH tanto en hígado como en cerebro, previamente al 
incremento de la producción de ROS, evidenciado por la quimioluminiscencia de 
órgano in vivo. El potencial estándar de reducción positivo de estos metales indica 
que son muy oxidantes (EoCu2+/Cu1+ = +0,159 y E
o
Fe3+/Fe2+ = +0,77 V) (Chang, 
1999), y esta propiedad, sumada a que pueden catalizar la descomposición de 
hidroperóxidos inorgánicos y orgánicos (H2O2 y ROOH respectivamente) 
generando los radicales HO y RO, en la reacción de Fenton/Haber-Weiss, 
indicaría la capacidad de estos metales de participar en procesos oxidativos que 
ocurren a través de mecanismos diferentes. Estas reacciones generan por un lado 
compuestos oxidados y por otro lado especies reactivas como radicales libres y 
1O2 evidenciados por la quimioluminiscencia de órgano in situ que cuantifica la 
emisión de fotones de especies excitadas producidas durante la peroxidación 
lipídica que ocurre in vivo al momento de la medida. 
 Si bien existen en la literatura varias hipótesis y algunos reportes que 
indican que la toxicidad crónica de Cu en el cerebro incluye disfunción 
mitocondrial asociada a la neurotoxicidad y neurodegeneración (Rossi y col., 
2004; Arnal y col., 2013), en el presente trabajo de tesis la dosis administrada de 
Cu y el tiempo de tratamiento no ha permitido demostrar si los efectos tóxicos por 
sobrecarga crónica de este metal afecta a las mitocondrias del cerebro (Figs. 70, 
71 y 72). 
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Figura 74: Esquema de la cinética de los eventos que ocurren en hígado de rata 
tras la sobrecarga crónica de Fe(II) (0,1%) y Cu(II) (0,05%) en el agua de bebida. 
Las flechas  y  indican el aumento o la disminución del parámetro evaluado 
mientras que las flechas hacia la derecha indican la continuidad del evento a lo 
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4. Efecto del α-tocoferol en la sobrecarga aguda y crónica del cobre en 
hígado y cerebro 
 Con el objetivo de estudiar si la toxicidad del Cu mediada por mecanismos 
que involucran estrés oxidativo puede ser prevenida por el tratamiento con 
sustancias antioxidantes, se evaluó en este trabajo de tesis el efecto protector del 
antioxidante liposoluble α-tocoferol (vitamina E) en el hígado y la corteza cerebral 
de ratas expuestas a sobrecargas aguda y crónica de Cu(II). Para el estudio del 
efecto protector del α-tocoferol frente a la toxicidad aguda y crónica del Cu(II), el 
antixidante se suministró en el alimento en una dosis de 100 mg . dia-1 durante 5 
días, previamente a la sobrecarga del metal.  
4.1. Efecto del α-tocoferol en la sobrecarga aguda de cobre 
 Para el caso de la toxicidad aguda, el Cu(II) se administró mediante una 
inyección intraperitoneal, en la dosis de 5 mg . kg-1, dosis que corresponde a una 
concentración intracelular de 95 ppm en hígado (Fig. 26) y 32 ppm en cerebro 
(Fig. 38) a las 16 h de tratamiento. En el capítulo 2 se mostró que estos 
contenidos de Cu en ambos órganos, y a este tiempo transcurrido desde la 
administración del tratamiento agudo con el metal, producen el máximo efecto 
sobre los marcadores de estrés oxidativo. 
4.1.1. Hígado 
 La sobrecarga aguda de Cu produce a las 16 horas del tratamiento un 
aumento de la oxidación de fosfolípidos del 83% respecto al control (60 ± 4 nmol 
TBARS . g-1, p<0,01) en el hígado de rata. El tratamiento con el antioxidante 
liposoluble α-tocoferol en la dosis admistrada, redujo en un 11% (p<0,05) la 
oxidación de fosfolípidos en el hígado de las ratas que recibieron la sobrecarga 






















































Figura 75: Efecto del α-tocoferol sobre la oxidación de fosfolípidos de hígado, 
medida como TBARS, con sobrecarga aguda de Cu (5 mg Cu(II) . kg-1, 16 h). (*, 
p<0,05; **, p<0,01) 
 
En cuanto a las proteínas, el contenido del producto de su oxidación, los 
grupos carbonilos, experimentan un aumento del 64% (242 ± 12 nmol carbonilos . 
g-1, p<0,05) en el hígado de los animales a las 16 horas de la sobrecarga aguda 
de Cu. Sin embargo, el pre-tratamiento con α-tocoferol en la dieta no logró 
prevenir el daño oxidativo generado por la toxicidad aguda del Cu a estas 
biomoléculas (Fig. 76). 
Se evaluó también el contenido hepático del glutatión reducido (GSH), 
principal antioxidante intracelular e indicador del estado redox de la célula. La 
sobrecarga aguda de Cu produce una disminución del 83% respecto al control 
(3,4 ± 0,6 mM, p<0,001) de este antioxidante en hígado. La misma disminución 
pudo observarse en el grupo de animales tratados con el α-tocoferol (Fig. 77).  
 
 














































Figura 76: Efecto del α-tocoferol sobre la oxidación de proteínas de hígado, 
medida como grupos carbonilo, con sobrecarga aguda de Cu (5 mg Cu(II). kg-1, 16 




















Figura 77: Efecto del α-tocoferol sobre el contenido hepático de glutatión reducido 
(GSH) TBARS con sobrecarga aguda de Cu (5 mg Cu(II). kg-1, 16 h). (***, 
p<0,001) 
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4.1.2. Corteza cerebral 
En la corteza de cerebro de las ratas, la sobrecarga aguda de Cu produce 
a las 16 horas un aumento de la oxidación de fosfolípidos del 15% respecto al 
control (20,0 ± 0,2 nmol TBARS . g-1, p<0,05). El grupo tratado con α-tocoferol y 
que recibió la sobrecarga aguda con Cu(II) experimentó una disminución del  30% 
respecto a los animales tratados solamente con Cu(II) y un 15% de aumento con 
respecto al grupo control. El tratamiento con α-tocoferol presentó un efecto 
protector per se sobre la lipoperoxidación fisiológica, efecto que puede observarse 
entre los grupos control con y sin α-tocoferol (40% de disminución respecto al 

















































Figura 78: Efecto del α-tocoferol sobre la oxidación de fosfolípidos de cerebro, 
medida como TBARS, con sobrecarga aguda de Cu (5 mg Cu(II) . kg-1, 16 h). 
(**p<0,01) 
 
También se evaluó el contenido del producto de oxidación de proteínas en 
la corteza cerebral, los grupos carbonilos. Aquí se encontró un aumento del 30% 
a las 16 h de la sobrecarga aguda de Cu (p<0,05). El pre-tratamiento con  α-
tocoferol en la dieta logró prevenir el daño oxidativo a estas biomoléculas en un 
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68%, observándose en este grupo un valor cercano al correspondiente al grupo 













































Figura 79: Efecto del α-tocoferol sobre la oxidación de proteínas de cerebro, 
medida como grupos carbonilo, con sobrecarga aguda de Cu (5 mg Cu(II) . kg-1, 
16 h). (*, p<0,05) 
 
El contenido de glutatión reducido (GSH) es un indicador sensible del daño 
oxidativo celular. En la corteza cerebral de rata, la sobrecarga aguda de Cu 
produce una disminución del 56% del contenido de GSH en hígado respecto al 
valor basal (3,4 ± 0,6 mM, p<0,05). Una disminución semejante (62%) se encontró 
en el grupo de animales tratados con el α-tocoferol previamente a la sobrecarga 


























Figura 80: Efecto del α-tocoferol sobre el contenido de glutatión reducido (GSH) 
en la corteza cerebral de rata por sobrecarga aguda de Cu (5 mg Cu(II) . kg-1, 16 
h). (*, p<0,05) 
 
4.2. Efecto del α-tocoferol en la sobrecarga crónica de cobre 
 Con respecto al modelo experimental de toxicidad crónica, se les 
administró a las ratas una dosis de Cu(II) de 0,5 g . L-1 en el agua de bebida 
durante 14 días, esta dosis y tiempo de tratamiento corresponden al máximo de 
estrés oxidativo observado en el hígado (Fig. 55) y la corteza cerebral (Fig. 63) de 
los animales, tal como fue mostrado en el capítulo 3 de esta tesis. 
4.2.1. Hígado 
La sobrecarga crónica de Cu por administración del metal en una 
concentración de 5 g . L-1 en el agua de bebida durante 14 días produce en el 
hígado de rata un aumento de la oxidación de fosfolípidos del 40% respecto al 
control (54 ± 2 nmol TBARS . g-1, p<0,01). Se puede observar, al comparar los 
grupos control y el grupo tratado solamente con α-tocoferol, que el antioxidante es 
un inhibidor eficiente de la lipoperoxidación basal (37%, p<0,01), y que es capaz 
también de prevenir la oxidación de fosfolípidos inducida por el Cu. La vitamina E 
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protege en un 37% (p<0,01) la oxidación de fosfolípidos tanto en el grupo de ratas 















































Figura 81: Efecto del α-tocoferol sobre la oxidación de fosfolípidos de hígado, 
medida como TBARS, en la sobrecarga crónica de Cu por administración de 0,5 g 
Cu(II) . L-1 (0,05% Cu(II)) en el agua de bebida durante 14 días (**, p<0,01). 
 
En cuanto a las proteínas, el contenido de los productos de su oxidación, 
los grupos carbonilos, experimentan un aumento del 26% en el hígado de los 
animales luego de 14 días de exposición crónica al Cu (control: 224 ± 3 nmol . g-
1). El tratamiento con α-tocoferol en la dieta protege en un 28% (p<0,05) a los 
fosfolílpidos y proteínas del hígado tanto de la oxidación fisiológica como la 
generada por la toxicidad crónica del Cu (Fig. 82). 














































Figura 82: Efecto del α-tocoferol sobre la oxidación de proteínas de hígado, 
medida como grupos carbonilo, en la sobrecarga crónica de Cu por administración 
de 0,5 g Cu(II) . L-1 (0,05% Cu(II)) en el agua de bebida durante 14 días (*, 
p<0,05). 
 
Se evaluó también el contenido de GSH, confirmándose que éste 
experimenta una disminución en el hígado ante la sobrecarga crónica de Cu, en 
este caso de un 42% respecto al control (4,5 ± 0,3 mM, p<0,05) a los 14 días. La 
disminución del contenido de GSH hepático no fue prevenido por el tratamiento 
con α-tocoferol  (Fig. 83). 
4.2.2. Corteza cerebral 
En la corteza cerebral de las ratas que recibieron una sobrecarga crónica 
de Cu se observó a los 14 días de tratamiento un aumento de la oxidación de 
fosfolípidos del 79% respecto al control (18,5 ± 0,9 nmol TBARS . g-1, p<0,05). El 
α-tocoferol disminuyó en un 56% (p<0,01) la oxidación fisiológica de los 
fosfolípidos de la corteza cerebral de las ratas control y previene en un 61% 
(p<0,01) la oxidación de fosfolípidos generada por la sobrecarga de Cu (Fig. 84). 
 























Figura 83: Efecto del α-tocoferol sobre el contenido hepático de GSH durante la 
sobrecarga crónica de Cu por administración de 0,5 g Cu(II) . L-1 (0,05% Cu(II)) en 















































Figura 84: Efecto del α-tocoferol sobre la oxidación de fosfolípidos de corteza 
cerebral, medida como TBARS, en la sobrecarga crónica de Cu por 
administración de 0,5 g Cu(II) . L-1 (0,05% Cu(II)) en el agua de bebida durante 14 
días (*, p<0,05; **, p<0,01) 
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Asimismo se evaluó el contenido de grupos carbonilo, el producto de 
oxidación de proteínas, en la corteza cerebral. Estos experimentan un aumento 
del 42% (p<0,01) a los 14 días de la sobrecarga crónica de Cu. El pre-tratamiento 
con α-tocoferol en la dieta no previno el daño oxidativo generado por la 














































Figura 85: Efecto del α-tocoferol sobre la oxidación de proteínas de la corteza 
cerebral de rata, medida como grupos carbonilo, durante la sobrecarga crónica de 
Cu por administración de 0,5 g Cu(II) . L-1 (0,05% Cu(II)) en el agua de bebida 
durante 14 días (**, p<0,01). 
 
Por último, se evaluó el contenido de GSH en la corteza cerebral de las 
ratas, el cual sufre una disminución ante la sobrecarga crónica de Cu, de un 42% 
respecto al control (2,6 ± 0,5 mM) a los 14 días de tratamiento crónico. Al igual 
que la oxidación de proteínas, la disminución de GSH tampoco logró prevenirse 
con el tratamiento de α-tocoferol donde se observó una diminución semejante del 
GSH (52%) por la acción del metal (Fig. 86). 























Figura 86: Efecto del α-tocoferol en el contenido de glutatión reducido (GSH) de 
la corteza cerebral de ratas expuestas a una sobrecarga crónica de Cu por 
administración de 0,5 g Cu(II) . L-1 (0,05% Cu(II)) en el agua de bebida durante 14 
días (*, p<0,05). 
 
4.3. Discusión 
El antioxidante liposoluble α-tocoferol es la forma de la vitamina E que 
normalmente se absorbe y acumula en los seres humanos (Rigotti, 2007), que 
posee la mayor actividad biológica y que protege a las membranas celulares de 
las reacciones de lipoperoxidación en cadena (Traber y col, 2007). Actúa 
interrumpiendo la propagación de dicha reacción, reaccionando con el radical 
ROO• de manera más efectiva que los ácidos grasos poliinsaturados. El α-
tocoferol cede su átomo de hidrógeno fenólico al radical y lo convierte en un 
ROOH. El radical tocoferilo formado en consencuencia es muy estable, actúa 
interrumpiendo la reacción en cadena y al combinarse con un radical ROO•, forma 
productos inactivos no radicalarios (Burton y Traver, 1990). El -tocoferol puede 
regenerase por la reacción de la vitamina C (ácido ascórbico) u otros 
antioxidantes (Wang y col., 1999) con el radical tocoferilo.  
 El α-tocoferol, además, estimula la producción de prostaglandinas I2 y E2 
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al aumentar la disponibilidad del ácido araquidónico por regulación de la enzima 
fosfolipasa A2 (PLA2) e inhibiendo la actividad de la enzima ciclooxigenasa (COX) 
(Wu y col., 2005). 
 El α-tocoferol de la dieta se absorbe en el intestino, se transporta al hígado 
en los quilomicrones, y se libera al plasma en las lipoproteínas VLDL y como 
resultado del metabolismo lipídico lo trasfieren a LDL y HDL así como también a 
los tejidos (Burton y Traver, 1990). Los estudios de farmacocinética y de 
biodisponibilidad señalan que la vitamina E tiene una baja tasa de recambio en el 
cerebro y en los tejidos neurales. 
 En los experimentos analizados en este capítulo de tesis doctoral, se ha 
evaluado el rol del α-tocoferol en el daño oxidativo inducido por sobrecarga de Cu 
en hígado y cerebro de rata en modelos experimentales agudo y crónico. En 
primera instancia, vale la pena mencionar que la disminución del contenido de 
productos de la oxidación de fosfolípidos (TBARS) que puede observarse entre 
los grupos control no tratados con vitamina E y los grupos control tratados con 
vitamina E, que se aprecia especialmente en las determinaciones realizadas en 
cerebro y en la sobrecarga crónica, señala que el modelo experimental utilizado 
para la administración de vitamina E es eficaz y que la vitamina E se encuentra 
biodisponible. Sin embargo, el α-tocoferol no resultó eficiente en revertir o prevenir 
todos los cambios producidos en los parámetros evaluados de estrés y daño 
oxidativo por la sobrecarga, ya sea aguda o crónica, de Cu en hígado y cerebro. 
Solamente se observó un efecto preventivo o protector de la oxidación de 
fosfolípidos, indicando que el α-tocoferol es un antioxidante que actúa inhibiendo 
la propagación de las reacciones de lipoperoxidación y atrapando radicales 
hidroperoxilo, tanto en el hígado como en el cerebro de ratas con sobrecarga 
aguda y crónica de Cu. Sin embargo, no previene la oxidación de proteínas en 
hígado, ni la oxidación de grupos tioles, tanto proteicos como del GSH endógeno 
en hígado y cerebro.  
 La homeostasis redox intracelular se ve afectada por la sobrecarga aguda y 
crónica de Cu, y no puede ser prevenida por el tratamiento con α-tocoferol. Estos 
resultados indican que el daño oxidativo por la sobrecarga de Cu puede estar 
asociado, además de la oxidación de fosfolípidos, a otros mecanismos 
independientes de las reacciones en cadena mediadas por radicales libres, ya 
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que moléculas como el α-tocoferol no pueden prevenirlo. Por lo tanto, debería ser 
estudiado con detenimiento para poder entender mejor la toxicidad del Cu. Estos 
estudios podrían explicar, al menos en parte, la falta de eficacia de las terapias 
antioxidantes en trastornos que se asocian con una sobrecarga de Cu, como la 
enfermedad de Wilson o el estrés oxidativo en la enfermedad de Alzheimer (Liang 
y Hong-Fang, 2007). 
De acuerdo a la información documentada en la literatura científica actual, 
existen controversias en cuanto al efecto preventivo del estrés oxidativo de la 
vitamina E. Si bien se ha demostrado la capacidad antioxidante in vivo de la 
vitamina E en modelos de estrés oxidativo asociado al envejecimiento en cerebro 
de rata (Navarro y col., 2011), al ejercicio extenuante en humanos (Mastaloudis y 
col., 2004) y al daño oxidativo hepático asociado al envejecimiento en ratas 
(Helmy, 2012), por mencionar algunos, no existe aun un consenso acerca del 
potencial terapéutico de la vitamina E. Algunos estudios de otros investigadores 
indican que este antioxidante es ineficaz en el tratamiento del estrés oxidativo en 
varios modelos experimentales así como en ensayos clínicos en pacientes con 
transtornos que implican daño oxidativo e incluso cuando este último se asocia a 
una sobracarga de Cu. Por ejemplo, en un estudio de nefrotoxicidad generado por 
gentamicina, la vitamina E fue incapaz de revertir o disminuir el aumento de la 
peroxidación de fosfolípidos, la disminución de glutatión, y la disminución de la 
actividad de las enzimas catalasa y superóxido dismutasa en ratas (Ramsammy y 
col., 1987). Otro estudio indicó que el -tocoferol tampoco fue capaz de inhibir la 
lipoperoxidación del LDL inducida por la lipooxigenenasa (Ganini y Mason, 2014) 
ni de descomponer peroxidos lipídicos preformados en un sistema in vitro 
(Raghavamenon y col., 2009). Los estudios de la acción terapéutica antioxidante 
de la vitamina E en pacientes con enfermedad de Alzheimer (Lloret y col., 2009; 
Brewer, 2010) o afectados por falla cardíaca (Keith y col., 2001; Dotan y col., 
2009; Celik y col., 2010; Wannamethee y col., 2013), tampoco arrojaron 
resultados positivos. 
Esta controversia reside justamente en el hecho de la vitamina E no sería 
capaz de actuar sobre cualquier tipo de estrés oxidativo, y solamente es eficiente 
en interrumpir las reaciones en cadena de peroxidación lipídica. Es decir, 
diferentes antioxidantes pueden tener efectos distintos en diferentes tipos de 
- 142 - 
 
estrés oxidativo (Dotan y col., 2009). Resulta imprescindible entonces un 
conocimiento más profundo acerca del origen del desbalance redox asociado al 
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5. Daño oxidativo y disfunción mitocondrial inducidos por hierro y cobre en 
mitocondrias aisladas 
 Con el objetivo de analizar y comparar los efectos tóxicos de los metales 
Fe y Cu asociados a la producción mitocondrial de especies reactivas del 
oxígeno, se estudiaron los efectos de estos metales sobre mitocondrias aisladas 
de hígado de rata. 
5.1. Consumo de oxígeno en mitocondrias aisladas de hígado de rata 
expuestas a sobrecarga de hierro y cobre. 
La función mitocondrial fue analizada mediante el consumo de oxígeno 
mitocondrial, según lo descripto en Materiales y Métodos (secciones 2.11.1 y 3.1). 
Se encontró que ambos metales de transición producen una disminución del 
consumo de oxígeno en estado activo (estado 3). Cabe mencionar que para este 
experimento, la velocidad de consumo de oxígeno se determinó inmediatamente 
después del agregado del metal a la muestra.   
Al realizar el experimento con sustratos del complejo I de la cadena 
respiratoria mitocondrial (malato y glutamato), se observaron cambios 
significativos en el consumo de oxígeno a partir de concentraciones de 75 μM y 
1,5 mM para Cu(II) y Fe(III) respectivamente (Fig. 87). Los mismos resultados se 
observaron cuando se utilizó un sustrato del complejo II (succinato) (Fig. 88). 
Para estudiar el grado de acople entre la respiración y la fosforilación 
oxidativa, se calculó el control respiratorio (CR). Éste se encontró disminuido a 
partir de concentraciones 50 μM de Cu(II) y 1,5 mM de Fe(III) cuando el 
experimento se realizó con los sustratos malato-glutamato (Fig. 89). Se obtuvieron 
resultados similares con el mismo perfil de disminución de la función mitocondrial 
utilizando succinato como sustrato (Fig. 90), demostrando que los cambios 
observados son independientes del sustrato empleado. Para los próximos 
experimentos, se utilizó únicamente malato-glutamato como sustrato de la 
respiración mitocondrial. 
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Figura 87: Consumo de oxígeno en mitocondrias aisladas de hígado de 
rata expuestas a sobrecarga de cobre (A) y hierro (B) con malato-glutamato como 
sustrato (, estado 3; , estado 4). (*, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001) 
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Figura 88: Consumo de oxígeno en mitocondrias aisladas de hígado de 
rata expuestas a sobrecarga de cobre (A) y hierro (B) con succinato  como 
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Figura 89: Control respiratorio de mitocondrias aisladas de hígado de rata 
expuestas a sobrecarga de cobre (A) y hierro (B) con malato-glutamato  como 
sustrato. (*, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001) 
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Figura 90: Control respiratorio de mitocondrias aisladas de hígado de rata 
expuestas a sobrecarga de cobre (A) y hierro (B) con succinato  como sustrato. 
(**, p<0,01; ***, p<0,001) 
 
 Con el objeto de estudiar si el efecto de los metales de transición Fe y Cu 
sobre la función mitocondrial está relacionado con la interacción con el O2
− y el 
H2O2 producidos en estado de reposo (estado 4) de la cadena respiratoria, se 
determinó el consumo de oxígeno en estado 3 y el control respiratorio luego de 
diferentes tiempos de exposición al metal en estado 4.  
A B 
A B 
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Los resultados obtenidos mostraron que cuanto mayor es el tiempo de 
exposición al Cu(II) y al Fe(III) en estado 4 (estado de reposo y mayor producción 
de O2
− y el H2O2), mayor es la disminución del consumo de oxígeno en estado 3 
(Fig. 91) en presencia del metal. Este efecto se puede observar mediante el 
cálculo de la pendiente para la disminución del consumo de oxígeno por el efecto 
del metal, la cual es 2 veces mayor cuando las mitocondrias se encuentran 










Figura 91: Consumo de oxígeno en mitocondrias aisladas de hígado de 
rata expuestas a altas concentraciones de cobre (A) y hierro (B) en el medio de 
reacción a diferentes tiempos de exposición del metal en estado 4. Se utilizó 
malato-glutamato como sustrato de la respiración. (**, p<0,01; ***, p<0,001) 
 
El mismo efecto potenciador de la toxicidad del metal por la incubación en 
estado 4 se observó en la disminución del control respiratorio en estas dos 
condiciones (Fig. 92). Una vez más, la pendiente para la disminución del control 
respiratorio con la concentración del metal es alrededor del doble, cuando las 
mitocondrias permanecen más tiempo con el metal, tanto con el Cu(II) como con 
el Fe(III), en estado 4. 
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Figura 92: Control respiratorio de mitocondrias aisladas de hígado de rata 
expuestas a altas concentraciones de cobre (A) y hierro (B) en el medio de 
reacción a diferentes tiempos de exposición del metal en estado 4. Se utilizó 
malato-glutamato como sustrato de la respiración. (*, p<0,05; ***, p<0,001) 
 
5.2. Daño oxidativo a fosfolípidos en mitocondrias aisladas de hígados de 
rata expuestas a altas concentraciones de hierro y cobre. 
A continuación, se analizó el daño oxidativo a mitocondrias aisladas de 
hígado de rata, capaces de respirar, expuestas a altas concentraciones de Cu(II) 
y Fe(III) a través de la oxidación de fosfolípidos, medida como TBARS. Para ello, 
las mitocondrias fueron expuestas a los respectivos metales en estado metabólico 
4 durante 10 minutos, para dar lugar a la producción de los sub-productos de la 
respiración, O2
− y H2O. Se encontró que la exposición al Cu(II) produce un 
aumento significativo del contenido de TBARS (el doble de los valores basales, 
p<0,01) a partir de una concentración de 25 μM (Fig. 93A), que es la mínima 
concentración del metal que afectaba la función mitocondrial en esa misma 
condición de exposición (10 minutos de incubación en estado 4). Por su parte, el 
Fe(III) fue capaz de incrementar 3 veces los valores basales de TBARS (p<0,01) 
con una concentración de metal de 100 μM (la máxima concentración ensayada 
que no producía cambios en el consumo de oxígeno en estado 3) (Fig. 93B). 
2 min de incubación con el metal en estado 4
10 min de incubación con el metal en estado 4
Concentración de Cu(II) (M)
























Concentración de Fe(III) (mM)


























- 149 - 
 
Concentración de Cu(II) (M)












































Concentración de Fe(III) (mM)















































Figura 93: Oxidación de fosfolípidos determinada como TBARS de 
mitocondrias de hígado de rata expuestas a sobrecargas de cobre (A) y hierro (B) 
en diferentes concentraciones. La exposición al metal se hizo en estado 4, 
durante 10 minutos previo a tomar la muestra para el experimento. (*, p<0,05; **, 
p<0,01; ***, p<0,001) 
 
            Una vez más, con el objeto de evaluar el rol del O2
− y el H2O2 producidos 
en estado 4, se determinó el contenido de TBARS tras la incubación con el metal 
en el estado metabólico 1, donde ni los sustratos para la respiración, ni el ADP 
están disponibles, por lo que no hay consumo de oxígeno ni producción de H2O2 
(Tabla 3). Se encontró que la concentración de Cu(II) que produce el máximo 
efecto en las mitocondrias, 100 μM, produce oxidación de fosfolípidos únicamente 
en las mitocondrias que están respirando (estado 4 o con sustrato), es decir, la 
sola presencia del metal en esa concentración no es suficiente para producir la 
oxidación de fosfolípidos si no se encuentran presentes los sustratos para la 
respiración (estado 1 o sin sustrato). Este mismo efecto se pudo observar para el 
caso del Fe(III), solamente cuando se utilizó una concentración de 100 μM, ya que 
a 500 μM se puede observar oxidación de fosfolípidos en las mitocondrias incluso 
en ausencia del sustrato para la respiración (Fig. 94). 
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Figura 94: Oxidación de fosfolípidos, medida como TBARS, en 
mitocondrias aisladas de hígado de rata expuestas a cobre y hierro en diferentes 
estado metabólicos. (***, p<0,001 respecto al grupo “Control  con sustrato”; ###, 
p<0,001 respecto al grupo “Control sin sustrato”) 
 
5.3. Efecto de sustancias antioxidantes sobre el consumo de oxígeno de 
mitocondrias aisladas de hígado de rata expuestas a sobrecargas de hierro 
y cobre 
 Con el objetivo de evaluar si la disfunción mitocondrial generada por la 
exposición de las mitocondrias aisladas de hígado de rata a soluciones de Fe(III) 
y Cu(II) en la mínima concentración que genera daño oxidativo mitocondrial (100 
µM de Fe(III) y 25 µM de Cu(II)) y disminución del consumo de oxígeno (500 µM 
de Fe(III) y 25 µM de Cu(II)), puede prevenirse por la acción de sustancias con 
capacidad antioxidante, las mitocondrias tratadas con los metales en estudio se 
incubaron en el medio de reacción para la respiración mitocondrial en presencia 
de tres antioxidantes de diferentes características. Un antioxidante hidrosoluble, el 
GSH, en la concentración equivalente al contenido citosólico y mitocondrial (4 
mM); una sustancia precursora de la síntesis del GSH y portadora de grupos 
tioles, la NAC, en la misma concentración que el GSH (4 mM); y un antioxidante 
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de naturaleza lipofílica, el BTH, en la concentración 50 µM, correspondiente a la 
reportada recientemente por otros investigadores en bibliografía (Morillo-
Rodríguez y col., 2012; Merino y col., 2015; Öğretmen y col., 2014). 
 Luego de 10 minutos de incubación en estado 4 (situación de mayor 
producción de H2O2), se determinaron las velocidades de consumo de oxígeno en 
estado 4, estado 3 y el control respiratorio (Fig. 95). 
 En la Fig. 95 se presenta un trazado representativo del registro de 
consumo de oxígeno mitocondrial, donde se puede apreciar el efecto protector del 
GSH ante la sobrecarga de Cu(II) durante la determinación del consumo de 
oxígeno. 
 
Figura 95: Trazado representativo para el consumo de oxígeno de mitocondrias 
aisladas de hígado de rata en una situación fisiológica (control), expuestas a 
Cu(II) 25 μM durante 10 minutos en estado 4, y expuestas al metal 
suplementadas con GSH 4 mM. Aquí se muestran los últimos 2 minutos de dicha 














Medio de reacción para la respiración mitocondrial + 
mitocondrias aisladas (0,15 mg proteína . mL-1) 
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 En la Tabla 4 se resumen los resultados obtenidos. El Cu(II) genera 
disfunción mitocondrial con disminución del consumo de oxígeno en estado 3 del 
47% respecto a las mitocondrias control. Los tres antioxidantes previenen el 
efecto tóxico del Cu(II) sobre la respiración mitocondrial, y lograron restablecer 
parcialmente la velocidad de consumo de oxígeno en estado activo, sin embargo 
el GSH es notablemente más efectivo. En el caso del Fe(III), solamente se generó 
una disminución del 39% del consumo de oxigeno en estado 3 cuando se 
incubaron las mitocondrias aisladas con la solución de Fe(III) en la concentración 
500 μM. Sólamente el BHT previno la disfunción mitocondrial generada por este 
metal. El tratamiento con NAC en presencia de Fe(III) incrementó la disfunción 
mitocondrial, con disminución del consumo de oxígeno en estado 3 y aumento en 
el estado 4, con la consiguiente disminución del control respiratorio, 
especialmente con la mayor concentración de Fe(III). 
Con respecto al control respiratorio en las condiciones experimentales 
mencionadas, los valores calculados resultan de la combinación de los efectos de 
los metales y los antioxidantes en las velocidades del consumo de oxígeno en 
estados 3 y 4. Este índice es un indicador de la viabilidad de las mitocondrias 
(Tabla 4). El tratamiento con Cu(II) disminuyó el control respiratorio de las 
mitocondrias aisladas en un 65%. De los antioxidantes estudiados, el GSH mostró 
un mayor efecto protector (66%, p<0,001) con respecto a las mitocondrias 
tratadas con el metal. 
Para el caso de las mitocondrias tratadas con Fe(III) se observó que el 
efecto sobre el control respiratorio depende de la concentración, a mayor 
concentración, menor control respiratorio. Para la menor concentración (100 μM) 
la disminución del 25% (p<0,01) es consecuencia del efecto del metal sobre el 
estado metabólico de reposo de la respiración mitocondrial, mientras que con  
Fe(III) 500 μM se observa una disminución del 41% (p<0,01) del control 
respiratorio que solamente puede revertirse por acción del BHT. 
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Tabla 4: Consumo de oxígeno de mitocondrias de hígado de rata expuestas a 
Cu(II) y Fe(III) en ausencia y presencia de los antioxidantes GSH (4 mM), NAC (4 
mM) y BHT (50 μM). Se utilizó malato-glutamato como sustrato de la respiración. 
Las mitocondrias fueron expuestas a los metales y/o a los antioxidantes durante 
10 min en estado 4 antes de realizar la medida. (**, p<0,01 respecto al control; #, 
p<0,05 respecto al metal sin antioxidante; ##, p<0,01 respecto al metal sin 
antioxidante; ###, p<0,001 respecto al metal sin antioxidante). 
 
 
 Consumo de oxígeno (nat-g O min-1 mg-1) 
 Sin antioxidante Antioxidantes 
        GSH      NAC BHT 
Control     
Estado 4   6,7 ± 0,3   8,0 ± 0,3   7,8 ± 0,9  7,6 ± 0,6 
Estado 3 36,0 ± 0,3 39 ± 2 34 ± 3 36 ± 2 
Control 
respiratorio 
  5,4 ± 0,2   4,8 ± 0,3   4,4 ± 0,3   5,0 ± 0,6 
Cobre (25 μM)     
Estado 4 10,4 ± 0,4 **   9,3 ± 0,4   11,3 ± 0,2 10,3 ± 0,4 
Estado 3  19,2 ± 0,5 **    33,3 ± 0,9 ###    28 ± 2 ###      25 ± 1 ### 
Control 
respiratorio 
  1,9 ± 0,1 **     3,6 ± 0,2 ###  2,5 ± 0,2 ##    2,4 ± 0,1 # 
Hierro (100 μM)     
Estado 4      9 ± 1 **  9,1 ± 0,2 12,8 ± 0,2 #    4,75 ± 0,06# 
Estado 3 38 ± 2 43,9 ± 0,7 44 ± 2 32,0 ± 0,7 
Control 
respiratorio 
     4,1 ± 0,3 **  4,7 ± 0,1    3,4 ± 0,2 ###     6,7 ± 0,1 ### 
Hierro (500 μM)     
Estado 4  6,9 ± 0,3   7,9 ± 0,5 7,1 ±  0,2 6,4 ± 0,1 
Estado 3    22 ±  2 ** 22 ± 2 13 ± 1 ##     33,4 ± 0,4  ### 
Control 
respiratorio 
    3,2 ± 0,3 **   2,8 ± 0,3  1,9 ± 0,2 #     5,3 ±  0,1 ## 
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5.4. Efecto de sustancias antioxidantes sobre la peroxidación lipídica 
inducida por hierro y cobre en mitocondrias aisladas de hígado de rata 
El daño a fosfolípidos, medido como TBARS, en mitocondrias aisladas de 
hígado de rata expuestas a los metales de transición hierro y cobre se determinó 
en ausencia y presencia de GSH (4 mM), NAC (4 mM) y BHT (50 μM)   (Fig. 96). 
 Los antioxidantes GSH y NAC fueron, en ese orden, los más efectivos en la 
prevención del daño oxidativo a fosfolípidos mitocondriales por el efecto del Cu(II) 
luego de 10 min de incubación en estado 4 (88%, p<0,01 y 80%, p<0,05 de 
protección, respectivamente); mientras que para el caso del Fe(III), si bien el GSH 
presenta un ligero efecto protector, sólo BHT fue capaz de prevenir en un 100% 

































































Figura 96: Daño oxidativo a fosfolípidos en mitocondrias expuestas a 
Cu(II) y Fe(III) en ausencia y presencia de los antioxidantes GSH (4 mM), NAC (4 
mM) y BHT (50 μM). Se utilizó malato-glutamato como sustrato de la respiración. 
Las mitocondrias fueron expuestas a los metales y/o a los antioxidantes durante 
10 min en estado 4 antes de realizar la determinación. (**, p<0,01 respecto al 
control; ***, p<0,001 respecto al control; #, p<0,05 respecto al metal sin 
antioxidante; ##, p<0,01 respecto al metal sin antioxidante) 
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5.5. Efecto de los metales hierro y cobre sobre los grupos tioles totales 
presentes en las mitocondrias aisladas de hígado de rata 
Con el objetivo de explicar el efecto diferencial del agregado de GSH en las 
sobrecargas agudas de Fe(III) y Cu(II), se estudió la capacidad de estos metales 
de interaccionar con los grupos sulfhidrilo o tioles (-SH) presentes en la 
preparación mitocondrial utilizada. Se observó que el Cu es capaz de disminuir el 
contenido de grupos tioles (-SH), en una relación estequiométrica 1 a 1 (1 mol de 
Cu(II) y 1 mol de -SH) a bajas concentraciones de metal, mientras que con el 
Fe(III) no se observaron diferencias significativas (Fig. 90). 
 Con el objetivo de estudiar si otros compuestos solubles de la muestra 
estaban interfiriendo en la reacción de los metales con los grupos tioles, se repitió 
el experimento pero utilizando en lugar de la suspensión de mitocondrias aisladas, 
una solución estándar de GSH, que contiene el grupo tiol en la misma 
concentración final que el contenido de -SH de la muestra (Fig 97). Se observó la 
misma respuesta ante el agregado de los metales al medio de reacción que el 
observado previamente con la preparación mitocondrial. 
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Figura 97: A) Contenido de tioles en una muestra de mitocondrias aisladas 
expuestas a concentraciones crecientes de Cu(II) () y Fe(III) () y B) Contenido 
de -SH de una solución estándar de GSH expuesta a concentraciones crecientes 
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5.6. Discusión 
 Para evaluar el mecanismo de protección antioxidante frente al daño 
oxidativo, oxidación de fosofolípidos y disfunción mitocondrial generados por la 
exposición aguda al Fe(III) y Cu(II), se utilizaron mitocondrias aisladas de hígado 
de rata. Existieron varias razones a la hora de elegir este sistema experimental. 
En primer lugar, las mitocondrias son las organelas responsables de la 
bioenergética celular y el metabolismo del oxígeno. En segundo lugar, este 
sistema permite estudiar un parámetro funcional de dicha organela, como es el 
consumo de oxígeno mitocondrial, el cual da cuenta de la integridad de la 
mitocondria al mismo tiempo que se estudia, mediante la determinación de la 
oxidación de los fosfolípidos de la membrana, el daño oxidativo producido; 
pudiendo eventualmente establecer una relación entre ambos parámetros. En 
tercer lugar, la mitocondria es por sí misma un sistema productor de O2
− y H2O2, y 
esta producción puede ser fácilmente modulada al alternar entre los diferentes 
estados metabólicos mitocondriales (Tabla 3) mediante la ausencia o el agregado 
al medio de reacción de los substratos para la respiración. Finalmente, el efecto 
de compuestos antioxidantes también puede ser estudiado en este modelo 
experimentalal agregarlos al medio de reacción para la respiración. Por todo lo 
expuesto, encuentro a este sistema una herramienta valiosa para estudiar el 
efecto de los metales, así como el potencial efecto protector de moléculas 
antioxidantes, en un entorno biológico, desde el punto de vista bioquímico. 
Las mitocondrias aisladas de hígado de rata ya han sido utilizadas para 
estudiar el daño oxidativo en diferentes situaciones y condiciones experimentales: 
inducido por hidroperóxido de tert-butilo (Zavodnik y col., 2013; Fedotcheva y 
Mokhova, 2013) generado por el insecticida Fipronil (Tavares y col., 2015), y en 
farmacología, por efecto del ácido valproico (Jafarian y col., 2013) y de 
pioglitazona, medicamento utilizado en el tratamiento de la diabetes tipo II 
(Rezaiean Mehrabadi y col., 2015). 
 En este modelo experimental, diferentes concentraciones de Fe(III) o Cu(II) 
en el medio de reacción para la respiración mitocondrial fueron evaluadas en 
primera instancia con el objeto de encontrar el rango de concentraciones donde 
se observaban cambios en la función respiratoria mitocondrial. Para el caso del 
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Cu(II) se observó una disminución significativa del consumo de oxígeno a partir de 
concentraciones entre 50 y 75 μM y una tendencia a la disminución de este 
parámetro a partir de 10 μM de Cu(II), en presencia de ambos sustratos malato-
glutamato y succinato. 
 Para el caso del Fe(III) pudo observarse que este metal no genera cambios 
significativos en la respiración mitocondrial. Solamente se observaron cambios 
significativos con concentraciones muy altas del metal (a partir de 1500 μM, es 
decir 1,5 mM). En este experimento, donde el consumo de oxígeno registrado 
corresponde a la medida luego de transcurrido un minuto desde el agregado del 
metal, se observó el efecto por acción directa del metal sobre la mitocondria (Fig. 
87). Sin embargo, cuando se realizó una incubación de 10 minutos de la 
mitocondria respirando en estado 4 (reposo) con el metal, para dar lugar a la 
posible interacción del metal con las especies O2
− y H2O2 producidas por la 
mitocondria en esta condición, se encontró que fueron necesarias 
concentraciones mucho menores de los metales para producir una disminución 
significativa de la función mitocondrial (Fig. 91). La concentración 25 μM de Cu(II) 
fue suficiente para producir un marcado descenso del consumo de oxígeno en 
estado 3 así como también del control respiratorio en esta condición. Por su parte, 
fue necesaria una concentración mayor de Fe(III) (500 μM) para producir una 
disminución significativa del consumo de oxígeno en estado 3. Una conclusión 
evidente pero no por ello poco importante puede obtenerse de estos primeros 
experimentos y es que el Cu resulta mucho más tóxico que el Fe, ya que del 
segundo fueron necesarias concentraciones de hasta 20 veces mayores para 
obtener efectos tóxicos de la misma magnitud que con el Cu. 
 En cuanto al daño oxidativo a fosfolípidos, tanto el Cu(II) como el Fe(III) 
fueron capaces de aumentar el contenido de TBARS tal como puede observarse 
en una curva concentración-dependiente, luego de transcurridos 10 minutos 
desde la incubación de las mitocondrias con el metal. Los cambios significativos 
se observaron a partir de concentraciones de 25 μM y 100 μM, para el caso del 
Cu(II) y para el Fe(III), respectivamente; y coincidiendo con la disminución de la 
función mitocondrial en las mismas condiciones experimentales para el caso del 
Cu(II), mientras que con 100 μM de Fe(III) si bien no produjo una disminución de 
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la respiración en estado 3, la función mitocondrial presentaba un ligero aumento 
del estado 4, afectándose en consecuencia el control respiratorio.  
 Es interesante destacar que para que se genere la oxidación de 
fosfolípidos de mitocondrias aisladas solamente se requiere que las mitocondrias 
estén respirando, es decir requiere de la presencia de los sustratos 
independientemente del estado metabólico de la respiración, y es independiente 
de la concentración de Cu(II). Por su parte, el Fe(III) genera daño oxidativo a los 
fosfolípidos mitocondriales independientemente de la respiración mitocondrial en 
estado de reposo a la mayor concentración (500 μM), y dependiente de la 
mitocondria respirando en estado 4, cuando se las expone a la menor 
concentración de Fe(III) (100 μM). Estos resultados indican que ambos metales 
presentan diferencias en sus mecanismos de toxicidad en mitocondrias aisladas.  
 Cuando la exposición a Fe(III) y Cu(II) genera daño oxidativo a los 
fosfolípidos de mitocondrias aisladas de hígado de rata de manera dependiente 
de la respiración en estado 4 (en presencia de sustratos), la toxicidad mitocondrial 
puede ocurrir por la reacción de los metales con el H2O2, formado en la 
dismutación del anión O2
− para producir el radical HO mediante un mecanismo 
que involucra la reacción de Fenton/Haber-Weiss, como se ilustra en la Fig. 1.  
 El radical HO es capaz de producir la peroxidación de los fosfolípidos y de 
esta manera afectar las membranas mitocondriales. La relación entre la 
sobrecarga de los metales Fe(III) y Cu(II) con la producción del radical HO se 
puede observar en dos de los experimentos descriptos en este capítulo. En primer 
lugar, se observó que la toxicidad de ambos metales en las mitocondrias aisladas 
de hígado de rata es dependiente del tiempo de incubación con el metal en 
estado 4: cuánto más tiempo pasa la mitocondria en este estado metabólico, 
mayor es la producción de O2
− y su producto de dismutación, H2O2, disponibles 
para reaccionar con los iones metálicos. Esto se observa claramente en las Figs. 
91 y 92. Por otro lado, como ya fue mencionado en este capítulo, en el 
experimento donde se estudia la dependencia del daño a fosfolípidos en 
mitocondrias de hígado inducido por el metal con la presencia de sustratos para la 
respiración de la mitocondria en estado 4, se observó que el Cu(II) por sí solo no 
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es capaz de inducir daño a fosfolípidos, aunque sí el Fe(III) cuando se encuentra 
en altas concentraciones (Fig. 94). 
 Para entender mejor la relación entre la oxidación de fosfolípidos en la 
mitocondria y la disfunción en la respiración mitocondrial, hay que tener en cuenta 
la naturaleza de la membrana interna mitocondrial, donde tiene lugar la cadena 
respiratoria y se lleva a cabo la transferencia de electrones, y la síntesis de ATP, 
mediante la fosforilación oxidativa. Alrededor del 25% de la membrana interna 
mitocondrial está compuesta de fosfolípidos, y, entre estos, el 30% corresponde a 
cardiolipina. La molécula de cardiolipina consiste en dos ácidos fosfatídicos 
unidos a una molécula de glicerol mediante los grupos fosfato. La cardiolipina 
interacciona fuertemente con las proteínas de la membrana mitocondrial y 
posiblemente sea fundamental para la integridad y la correcta función de dichas 
proteínas. La presencia de dobles enlaces conjugados en los ácidos grasos de 
sus grupos fosfatídicos convierte a la cardiolipina en un blanco susceptible a la 
reacción con electrófílos y la consecuente oxidación fosfolipídica, alterando la 
cadena respiratoria mitocondrial y su capacidad de acoplar la transferencia de 
electrones con la producción de ATP (Pope y col., 2008). Por lo tanto, la 
peroxidación de fosfolípidos inducida por Fe(III) y Cu(II) (Fig. 93) estaría alterando 
la estructura de la membrana interna mitocondrial y con esto, la función de la 
cadena respiratoria. En el caso del Fe(III), la relación entre la oxidación de 
fosfolípidos y la disfunción mitocondrial se confirma con el hallazgo de que sólo el 
BHT, entre el resto de moléculas antioxidantes utilizadas, fue capaz de prevenir la 
oxidación de fosfolípidos (Fig. 96) al mismo tiempo que también mejoró el 
consumo de oxígeno y la función mitocondrial (Tabla 4). El BHT es un atrapador 
de radicales libres de naturaleza liposoluble, por lo que estaría actuando en este 
modelo a nivel de las membranas mitocondriales donde se propone que tiene 
lugar la oxidación de fosfolípidos. Los efectos del Fe(III) sobre las mitocondrias y 
la exposición de las mismas al antioxidante BHT se ilustra en la fig. 98.  
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Figura 98: A) Esquema del mecanismo propuesto para los efectos tóxicos del 
Fe(III) sobre las mitocondrias; B) Efecto protector del BHT sobre las mitocondrias 
expuestas a Fe(III). 
 
 Con respecto al Cu(II), se observó una respuesta diferente ante el 
agregado de los compuestos antioxidantes, ya que el BHT fue el menos eficaz en 
revertir la toxicidad del metal mientras que el GSH fue quien mejoró la función 
mitocondrial al mismo tiempo que previno la peroxidación lipídica.  Sin embargo, a 
pesar de demostrar con esto último que ambos parámetros estarían relacionados, 
es una fuerte evidencia de que, al menos en este modelo experimental, la 
oxidación de fosfolípidos que ocurre mediante un mecanismo de reacción de 
Fenton/Haber-Weiss no es el único mecanismo para la toxicidad del Cu(II), ya que 
el BHT por sí solo no fue capaz de prevenir completamente el daño oxidativo 
observado. Por otra parte, se estudió el efecto del agregado de antioxidantes que 
contienen grupos tioles en sus moléculas, como son la NAC y el GSH, ambos con 
características químicas y electroquímicas similares pero siendo el GSH capaz de 
participar directamente en procesos enzimáticos y de unirse directamente a 
diferentes moléculas mediante reacciones de conjugación y formación de 
complejos (Aliaga y col., 2016). Ambos antioxidantes tuvieron un efecto protector 
en la toxicidad del Cu(II) en este modelo experimental, lo que indicaría que este 
metal reaccionaría con los grupos tioles. Estas modificaciones oxidativas de los 
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tioles reactivos pueden conducir a una alteración de los procesos biológicos con 
consecuencias diversas, incluyendo la muerte celular. Finalmente, se observó una 
mayor capacidad por parte de GSH de restaurar la función respiratoria y prevenir 
la oxidación de fosfolípidos en la sobrecarga aguda de Cu(II). Este mayor efecto 
protector parece ser independiente del grupo tiol ya que no se observa con NAC. 
Una explicación podría ser la formación de complejos Cu(I)-(GSH)2, que han sido 
previamente descriptos en la literatura (Freedman y col., 1989; Corazza y col., 
1996; Speisky y col., 2009; Aliaga y col., 2016). En la literatura se han propuesto 
diferentes mecanismos e incluso estequiometrías y composiciones diversas para 
estos complejos de Cu y GSH. En las ecuaciones 7 y 8 se presenta el mecanismo 
mayormente aceptado para su formación a partir de iones Cu(II), donde el 
producto formado tiene una constante de estabilidad mayor a 1035 (Aliaga y col., 
2016). Se postula que estos complejos actúan como un transportador de Cu hacia 
diferentes proteínas dependientes del metal así como también funciona como un 
mecanismo protector para las células ante un aumento del Cu(II) libre, 
previniendo así su unión a biomoléculas esenciales o la formación de radicales 
libres. Por lo tanto, aquí, el tratamiento con GSH podría estar ejerciendo su efecto 
protector al actuar como una fuente de GSH exógeno para unir o complejar tanto 
al Cu(II) o Cu(I) así como también restaurando el GSH endógeno que pudiera 
estar comprometido en la unión al Cu y por esto, no disponible para sus funciones 
fisiológicas. El mecanismo propuesto para el efecto del Cu(II) sobre las 
mitocondrias así como el rol del GSH en la protección de la organela expuestas a 
este metal se ilustran en la fig. 99.  
       2 Cu2+ + 2 GSH                   2 Cu+ + GSSG + 2H+                       (7) 
       Cu+ + 2 GSH                      Cu(I)-[GSH]2                                      (8) 
 El rol de la interacción directa de los metales con los grupos tioles y, 
particularmente, la importancia de estos grupos en la sobrecarga de Cu, se 
confirmó con un último experimento donde se encontró que éstos son un blanco 
de la sobrecarga del Cu(II) pero no del Fe(III) (Fig. 97). Interesantemente, los 
resultados obtenidos señalan que la unión de Cu a estos grupos tioles ocurre en 
una estequiometria 1 a 1, al menos en concentraciones bajas del metal. Al 
comparar la curva obtenida para los tioles provenientes de la mitocondria (que 
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además de los grupos tioles puede contener otros componentes solubles de la 
orgenela) con una curva realizada con un compuesto tiólico estándar como es el 
GSH, se demostró que la interacción con el metal es directa y que la falta de 
interacción entre el Fe(III) o Fe(II) y los grupos tioles observada se debe a una 
falta de reactividad directa del metal y no a un efecto protector, por ejemplo, por la 
presencia de algún quelante en la mitocondria. 
 
Figura 99: A) Esquema del mecanismo propuesto para los efectos tóxicos del 
Cu(II) sobre las mitocondrias; B) Efecto protector del GSH sobre las mitocondrias 
expuestas a Cu(II). 
 
 Por último, en estos experimentos se ha evidenciado la mayor capacidad 
del Cu de inducir disfunción mitocondrial. Las reacciones de reducción tanto de 
Cu(II) como de Fe(III) a Cu(I) y Fe(II) respectivamente, están favorecidas 
termodinámicamente por sus potenciales estándar de reducción (Eº) positivos  
(EoCu2+/Cu1+ = +0,159 y E
o
Fe3+/Fe2+ = +0,77 V) y son, por lo tanto, en teoría, 
igualmente capaces de oxidar las moléculas de GSH (EoGSSG/GSH = -0,22 V) cuyo 
potencial estándar de reducción está indicando una menor tendencia a reducirse, 
es decir una menor capacidad de oxidar a otras especies, como así también a los 
grupos tioles proteícos. Los iones de Fe(III) y Cu(II) pueden, en presencia de 
GSH, reducirse y en consecuencia oxidar al GSH. El Fe(III) actuaría oxidando a 
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GSH, mientras que el Cu(II) podría además de oxidar o consumir GSH, generar 
dishomeostasis redox mediante su capacidad de unión a los grupos –SH de 
proteínas. Un estado redox intracelular fuera de control en las proteínas 
conduciría a una disfunción enzimática y celular. No obstante, los factores 
cinéticos de estas reacciones determinan eventualmente su ocurrencia, como se 
observa en la menor reactividad del Fe(III) respecto al Cu(II), a pesar del mayor Eº 
del primero. Vale la pena mencionar que, sin restarle importancia al conjunto de 
grupos tioles en la homeostasis redox celular, también pueden tener un impacto 
en la toxicidad asociada a los metales las modificaciones oxidativas a otros 
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En este trabajo de tesis doctoral se estudiaron los efectos tóxicos del material 
particulado de la combustión de biomasa sobre las células epiteliales y 
macrófagos de pulmón y de los biometales redox-activos hierro (Fe) y cobre (Cu) 
en hígado y cerebro de rata y sus mitocondrias. A partir de los resultados 
obtenidos, previamente presentados y discutidos, se resumen a continuación los 
principales hallazgos y conclusiones. 
 Con respecto a la toxicidad del material particulado, se encontró que las 
partículas de la combustión de residuos de madera muestran una leve 
disminución de la viabilidad de las células de epitelio pulmonar, que es 
dependiente de la concentración de partículas. El efecto protector de los 
antioxidantes N-acetilcisteina (NAC) y butil-hidroxianisol (BHA) no pudo ser 
comprobado en estas células. Por su parte, las células monocíticas que 
fueron expuestas a fracciones PM10 y PM2.5 de partículas provenientes de 
la combustión de residuos de madera, disminuyeron su viabilidad en forma 
dependiente de la concentración de partículas, que en el caso de la 
fracción PM10, la más rica en Fe y posiblemente hidrocarburos 
poliaromáticos, se acompaña de un aumento de la producción de ROS. 
Dado que la viabilidad celular en esta línea celular aumentó cuando las 
células expuestas a las partículas fueron tratadas con el atrapador de 
radicales libres BHA, el rol de la producción de ROS en la toxicidad del 
material particulado debe ser considerado. Sin embargo, la NAC no fue 
capaz de mejorar la viabilidad celular así como tampoco se pudo 
comprobar el rol de la apoptosis y p38 MAPK en la viabilidad de las células 
expuestas a las partículas. Estos resultados señalan que la toxicidad del 
material particulado proveniente de la combustión de biomasa implica un 
aumento de la producción de ROS que genera daño irreversible a las 
células mediante procesos complejos que involucran más de un 
mecanismo. Los modelos in vitro probablemente no aporten información 
suficiente para explicar estos procesos. 
 En cuanto a la toxicidad de los biometales redox-activos en hígado y 
cerebro de rata, concentraciones de Fe y Cu mayores a las fisiológicas 
producen daño oxidativo en hígado y cerebro de rata que correlaciona con 
la cantidad de metal administrado en forma aguda o crónica, y la 
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acumulación del metal en el órgano. Se observó un aumento de la 
quimioluminiscencia de órgano in vivo, aumento de oxidación de 
fosfolípidos y proteínas, y un marcado descenso de la relación 
GSH/GSSG. En principio y con esta información, se propone que ambos 
metales inducirían daño oxidativo a través de la producción del radical HO 
mediante la reacción de Fenton/Haber-Weiss. En cuanto a los 
antioxidantes enzimáticos, en el modelo de intoxicación aguda se pudo 
comprobar que el aumento de la actividad de las enzimas SOD y catalasa 
en cerebro se debe a un aumento de su expresión, relacionada al factor de 
transcripción Nrf2. Sin embargo, esta respuesta adaptativa no es suficiente 
para detener el daño oxidativo en este modelo de sobrecarga aguda. En 
cambio, en el modelo de toxicidad crónica, mientras que para el caso del 
Fe la actividad de estas enzimas se encontraba disminuida o inalterada en 
ambos órganos (acorde a la definición clásica del estrés oxidativo), para el 
caso del Cu, SOD y catalasa tienden a aumentar su actividad en el hígado 
pero no en cerebro, indicando que los metales pueden presentar 
diferencias en su mecanismo de toxicidad, alterando la homeostasis redox 
intracelular. 
 En vista de los resultados anteriores y del creciente interés por la toxicidad 
del Cu y su posible implicancia en transtornos neurodegenerativos, se 
profundizaron los estudios de la toxicidad de este metal, principalmente en 
mitocondrias, ya que las enfermedades neurodegenerativas están 
asociadas a la disfunción mitocondrial y se ha reportado la asociación de 
estas patologías con la acumulación de Cu en hígado y cerebro, tal como 
ocurre en la enfermedad de Wilson. Sin embrago, las mitocondrias de 
cerebro no se vieron afectadas en su función respiratoria en las 
condiciones experimentales utilizadas esta tesis para el estudio de la 
toxicidad crónica del Cu(II). 
 Por otro lado, pudo observarse que el antioxidante liposoluble α-tocoferol 
previene el daño oxidativo a fosfolípidos inducido por Cu(II), asociado a la 
capacidad de esta molécula de reducir la lipoperoxidación basal; pero fue 
incapaz de revertir el aumento de la oxidación de proteínas y el consumo 
de GSH endógeno intracelular producidos por la sobrecarga del metal en 
el hígado y la corteza cerebral, tanto en experimentos de sobrecarga 
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aguda como crónica, indicando que el daño oxidativo por la sobrecarga de 
Cu(II) puede estar asociado, además de la oxidación de fosfolípidos, a 
otros mecanismos independientes de las reacciones en cadena mediadas 
por radicales libres. 
 Por último, se realizó un estudio comparativo de la toxicidad del Fe(III) y 
Cu(II) en mitocondrias aisladas de hígado de rata. Se evaluó el efecto del 
ambos metales sobre la funcionalidad mitocondrial y el daño oxidativo a 
los fosfolípidos de las membranas mitocondriales. En cuanto a la 
funcionalidad mitocondrial, se observó que  ambos metales son capaces 
de disminuir la función mitocondrial por disminución del consumo de 
oxígeno en estado activo requiriendo mayores concentraciones de Fe(III) 
que de Cu(II) para producir el mismo efecto. La disminución del consumo 
de oxígeno y control respiratorio se ven mucho más afectados cuando la 
mitocondria se expone al metal en condiciones de producción de 
H2O2/O2
−, indicando la participación de estas especies en la toxicidad del 
metal. 
 En cuanto al daño oxidativo mitocondrial, ambos metales producen 
oxidación de fosfolípidos de manera dependiente de la concentración del 
metal pero únicamente en condiciones donde la mitocondria dispone de 
sustratos para la oxidación. Se requiere menor concentración de Cu(II) 
para generar daño oxidativo en mitocondrias que de Fe(III). En el caso del 
Cu(II), el antioxidante glutatión (GSH) fue el más eficaz en la prevención 
de la disfunción mitocondrial y oxidación de fosfolípidos. Para el caso del 
Fe, estos efectos protectores se observaron únicamente con el butil-
hidroxitolueno (BHT). El Cu es capaz de interaccionar de manera directa y 
en relación estequiométrica con los grupos tioles mitocondriales 
contenidos en las biomoléculas, no así el Fe. 
En conclusión, la toxicidad del Fe y Cu presentan, por un lado, un mecanismo 
en común, mediado por la reacción de Fenton y la generación del radical HO; sin 
embargo, el Cu participa en procesos bioquímicos que involucran mecanismos 
intracelulares oxidativos y de interacción directa con los grupos tioles de las 
proteínas y con el GSH. 
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Finalmente, en el marco de la hipótesis redox de estrés oxidativo, estos 
resultados sugieren considerar el uso de antioxidantes para mantener el estado 
redox celular en situaciones de estrés y daño oxidativo inducidos por material 
particulado, Fe y Cu. Sin embargo, con respecto a éste último, resulta necesario 
investigar con mayor detalle el rol del daño a proteínas e interacción bioquímica 
con el GSH que produce este metal, así como también los procesos celulares 
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La definición clásica de estrés oxidativo lo presenta como un desbalance 
entre las especies oxidantes y antioxidantes, a favor de las primeras. Estas 
incluyen a las especies reactivas del oxígeno (ROS) tales como el peróxido de 
hidrógeno (H2O2), peróxidos orgánicos (ROOH), oxígeno singulete (
1O2)  y 
radicales libres como anión superóxido (O2
−) radical hidroxilo (HO), radicales 
peroxilo (ROO), entre otros. La “hipótesis redox” amplía este concepto al postular 
que el estrés oxidativo se debe a procesos oxidativos que alteran el balance redox 
celular dado por los grupos tioles (-SH), compuestos de bajo peso molecular 
como el glutatión (GSH) o proteínas involucradas en las vías de señalización y 
funciones fisiológicas. 
El objetivo de este trabajo fue estudiar el estrés y daño oxidativo 
considerado como un mecanismo común en la toxicidad celular y tisular generada 
por la exposición a agentes tóxicos oxidantes en diferentes modelos 
experimentales, y comprobar el efecto del tratamiento con sustancias 
antioxidantes.  
Se postula que la exposición a material particulado (PM) de la combustión 
de biomasa produce daño oxidativo celular e inflamación mediante la producción 
de ROS, produjo una disminución de la viabilidad y aumento de la producción de 
ROS en células de pulmón, dependiendo del tamaño y de la composición del 
material particulado. Sin embargo, no se pudieron prevenir los efectos tóxicos del 
material particulado en células epiteliales y macrofagos al suplementarlas con 
sustancias antioxidantes.  
Se estudió el daño oxidativo en hígado y cerebro de rata en un modelo in 
vivo por sobrecarga de hierro (Fe) y cobre (Cu), dado que se sabe que estos 
metales son capaces de producir el radical HO mediante la reacción de 
Fenton/Haber-Weiss. Se observaron aumentos de la producción de ROS, daño 
oxidativo a biomoléculas, consumo de antioxidantes endógenos y alteraciones de 
las defensas antioxidantes enzimáticas dependientes de la dosis y el tiempo de 
exposición, para la sobrecarga aguda y crónica de ambos metales, acompañados 
siempre de un incremento de la concentración del metal en los órganos 
estudiados. En la sobrecarga aguda de Fe y Cu se encontró que los aumentos de 
la actividad de las enzimas antioxidantes SOD y catalasa, responsables de 
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detoxificar las células de O2
- y H2O2, están relacionados con un aumento de la 
expresión de dichas enzimas, probablemente regulada por el factor de 
transcripción nuclear Nrf2. 
Dado el creciente interés en la toxicidad del Cu, su relación con la 
enfermedad de Wilson, y su posible participación en enfermedades 
neurodegenerativas, se focalizó el estudio en este metal. No se encontró, sin 
embargo, que la sobrecarga crónica de este metal en ratas produzca efectos 
deletéreos en las mitocondrias del cerebro.  
El antioxidante liposoluble α-tocoferol fue capaz de proteger a los 
fosfolípidos contra el daño oxidativo inducido por Cu, pero no tuvo efecto en la 
prevención aumento de la oxidación de proteínas y GSH producidos por el metal 
en el hígado y corteza cerebral de rata, tanto en los experimentos de toxicidad 
aguda como crónica, indicando que el daño oxidativo por la sobrecarga de Cu 
puede estar asociado, además de la oxidación de fosfolípidos, a otros 
mecanismos independientes de las reacciones en cadena mediadas por radicales 
libres. 
Por último, con el objetivo de comparar y analizar las posibles diferencias 
entre los mecanismos asociados a la toxicidad del Fe y el Cu, se estudió el efecto 
que tienen estos metales cuando se los expone a las mitocondrias aisladas de 
hígado de rata (sistema biológico funcional). Los resultados obtenidos indicaron 
que ambos metales son capaces de disminuir la función mitocondrial 
necesitándose concentraciones mucho menores en el caso del Cu. Este 
fenómeno está indicando que el Cu(II) es más tóxico que el Fe(III) o que los 
mecanismos de protección para los efectos del Fe(III) son suficientes para 
prevenir el daño. 
La disminución del consumo de oxígeno y control respiratorio se ven 
mucho más afectados cuando la mitocondria se expone al metal en condiciones 
de producción de H2O2/ O2
−, indicando la participación de estas especies en la 
toxicidad del metal. Ambos metales producen oxidación de fosfolípidos de manera 
dependiente de la concentración del metal pero únicamente en condiciones donde 
la mitocondria dispone de sustratos para la respiración. En el caso del Cu, el 
antioxidante glutatión (GSH) fue el más eficaz en la prevención de la disfunción 
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mitocondrial y oxidación de fosfolípidos. Esto se explica por la capacidad de esta 
molécula de interaccionar con el metal, formando complejos muy estables. Para el 
caso del Fe, estos efectos protectores se observaron únicamente con el butil-
hidroxitolueno (BHT). El Cu es capaz de reaccionar en forma directa y en relación 
estequiométrica con los tioles mitocondriales, no así el Fe.   
Conclusión: En este trabajo de tesis doctoral se estudió el rol del daño 
oxidativo y producción de ROS en diferentes modelos de exposición a agentes 
tóxicos oxidantes. Se comprobó la oxidación de biomoléculas en todos los 
sistemas estudiados y la alteración de enzimas antioxidantes in vivo. El efecto 
protector de las sustancias “antioxidantes” depende de la naturaleza química de la 
sustancia y del tipo de estrés oxidativo involucrado. Los efectos tóxicos de los 
metales de transición Fe y Cu presentan un mecanismo en común, mediado por la 
reacción de Fenton y generación del radical OH, sin embargo, el Cu participa en 
mecanismos intracelulares oxidativos y de interacción directa con los grupos tioles 
de las proteínas y con la molécula de GSH, cuya relevancia en la toxicidad del 
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